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SOMMAIRE 
La diarrhée post-sevrage causée par Escherichia coli entérotoxigénique présentant le 
fimbriae F4 (ETEC F4+) cause actuellement des pertes économiques importantes dans 
l’industrie porcine canadienne. Afin de mieux contrôler cette maladie, et afin d’offrir une 
alternative à l’utilisation excessive d’antibiotiques, le projet décrit dans ce mémoire évalue la 
capacité de la sous-unité majeure du fimbriae F4, FaeG, à protéger les porcelets contre ETEC 
F4+. Trois phases animales ont été réalisées afin de tester séparément et de façon combinée 
l’effet de FaeG sous forme d’émulsion orale et sous forme d’injection intramusculaire (IM). 
Les analyses de dosages d’anticorps spécifiques et de proliférations lymphocytaires effectuées 
sur les échantillons recueillis à chaque phase animale permirent d’évaluer la réponse 
immunitaire mucosale et systémique.  
Les résultats finaux obtenus ont démontré un effet des injections IM sur l’activation de la 
production d’anticorps sanguins ainsi que sur la prolifération de cellules mononucléées 
sanguines (CMS). L’évaluation de l’expression de différents gènes dans les ganglions 
mésentériques et dans la muqueuse iléale a permis d’observer une modulation de l’expression 
de certains gènes (TLR4, NFκBIA, IFNg, CCL20, CXCL2, IL4 et IL17), mais également 
l’absence de modulation sur plusieurs gènes attendus. Au final, certains effets secondaires 
observés lors des immunisations de la dernière phase animale, tels que la diarrhée, la difficulté 
à respirer et la faiblesse, ont nécessité des analyses supplémentaires. Il a ainsi été déterminé 
que plusieurs porcelets ont subi une réaction de type anaphylactique aux immunisations reçues 
à la dernière phase animale, bien que la composante exacte causant cette réaction soit 
inconnue. En conclusion, bien qu’une réponse immunitaire puisse être déclenchée par FaeG, 
d’autres études seront nécessaires afin de développer un vaccin oral contre ETEC F4+ 
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CHAPITRE 1  
 INTRODUCTION GÉNÉRALE 
Le porcelet d’élevage est répandu au Canada et au Québec. Ce dernier produit d’ailleurs la 
majorité des produits de porcs du Canada, approvisionnant ainsi de 25 à 30% du pays, en plus 
de contribuer massivement aux exportations canadiennes. Dans cette industrie de près de 10 
milliards de dollars en 2011 selon Statistiques Canada, la valeur des exportations québécoises 
y joue un rôle important, atteignant 2,9 milliards de dollars américains cette même année. 
C’est donc dire que la santé des animaux peut affecter subitement ce marché et faire perdre 
des revenus substantiels aux éleveurs de porc. 
Lors d'une vague de diarrhée post-sevrage (DPS) causée par Escherichia coli 
entérotoxigénique (ETEC), les fermes rapportent une augmentation moyenne de 5% de la 
mortalité chez les porcelets, certaines subissant même de 20 à 30% de pertes parmi les 
animaux touchés. Les pertes assumées par les éleveurs touchés peuvent facilement atteindre 
20 000$ en une année (Amezcua et al, 2002). 
1.1 Développement et sevrage du porcelet 
Lorsque la truie a atteint la maturité sexuelle et développe ses premières chaleurs, celle-ci 
pourra accepter une fertilisation dont le développement des embryons sera affecté de 
différentes façons. En effet, puisqu’une mère peut donner naissance à jusqu’à une vingtaine de 
porcelets par portée, la fertilisation des différents ovules peut se produire à des temps 
différents dans l’utérus et induire une différence d’âge de jusqu’à une journée entre les 
différents fœtus, et le développement des embryons sera également affecté individuellement 
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par la qualité et la maturité de chaque ovules produites par la mère. (Sinkora et Butler, 2009; 
Kraeling et Webel, 2015; Marois, 2006).  La période de gestation suivante dure en moyenne 
114 à 115 jours (Tableau 1) et la morphogénèse du porcelet peut y être divisée en trois phases, 
soit le développement initial, la phase embryonnaire et la phase fœtale (Sinkora et Butler, 
2009; Kraeling et Webel, 2015).  
Le développement embryonnaire initial se produit entre les jours de gestation (JG) 0 et 12 
(Figure 1), et comprend la division des blastocytes jusqu’à former une morula qui pénétrera 
l’utérus, et y montrera des signes d’attachement vers JG11. L’organogénèse des organes 
principaux se produit durant la phase embryonnaire, entre JG12 et JG36, qui inclut également 
la formation du placenta. La phase fœtale, entre JG36 et JG114, termine la gestation d’abord 
par la croissance différentielle (allométrique) des organes, puis par la croissance finale 
(isométrique) du fœtus jusqu'à sa naissance (Sinkora et Butler, 2009).  
En 2012, la moyenne canadienne de porcelets à la naissance par truie par portée était de 14,0. 
La mortalité à la naissance augmente proportionnellement à la taille  de la portée, mais la taille 
et la santé générale des porcelets sont influencées négativement par le nombre de frères et 
sœurs (Kraeling et Webel, 2015). Par contre, la présence de personnel pour assister la truie 
lors de la mise-bas permet de réduire le nombre de porcelets mort-nés, mais la survie 
subséquente des animaux dépend plutôt de l’administration de colostrum maternel 
immédiatement suivant leur naissance, et de la consommation de lait maternel dans les jours 
suivants (Kraeling et Webel, 2015).  
La norme de sevrage des porcelets varie dans le monde, se situant entre 18 et 35 jours 
(Tableau 1) (Kraeling et Webel, 2015; Lallès et al, 2007). Par contre, quel que soit l’âge 
auquel le porcelet est sevré en élevage, cette séparation de la mère arrive plus tôt qu’en 
conditions naturelles, ce qui crée une période de transition plus difficile pour l’animal (Lallès 
et al, 2007; Nabuurs, 1998). Cette étape induit donc un stress et des changements 
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métaboliques importants chez l’animal, puisque ce passage de l’alimentation liquide à solide 
change également l’apport nutritionnel. Le porcelet subit donc une phase ponctuée de 
symptômes incluant une perte d’appétit, un ralentissement de croissance général, des pertes de 
poids chez certains animaux, en plus d’une augmentation de la morbidité, plus 
particulièrement de la susceptibilité aux infections entériques (Lallès et al, 2007). 
Figure 1. Développement embryonnaire des organes du fœtus de porcelet durant la 
période de gestation, du jour de gestation 12 (JG12) jusqu’à JG90 (adaptée de Sinkora et 
Butler, 2009).  
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Tableau 1 – Développement du porcelet d’engraissement de la gestation à l’abattage  
 Durée ou période de croissance 
Truies en gestation 114-115 jours de gestation 
Truies en lactation 18-35 jours (moyenne à 21 jours) 
Porcelets en pouponnière Du sevrage (5-6kg) à 28kg 
Porcs en engraissement De 28kg à 128kg 
Dans les 2 semaines suivant le sevrage, plusieurs changements se produisent au niveau 
intestinal. Il est possible que ces changements transitoires soient reliés à la période de perte 
d’appétit suivant le sevrage, suivi de la maturation intestinale liée à la consommation de la 
nouvelle moulée (Lallès et al, 2007). On remarque donc, entre autres, une augmentation du 
transport du fer dans le jéjunum et le côlon, une augmentation de la capacité d’absorption des 
sucres dans le jéjunum qui se stabilise par la suite, ainsi qu’une diminution transitoire de la 
perméabilité du jéjunum aux macromolécules (Lallès et al, 2007; Boudry et al, 2004). La perte 
d’appétit suivant le sevrage est aussi associée à une diminution de la capacité générale 
d’absorption des nutriments, expliquée par une diminution de la hauteur des villosités 
intestinales malgré une augmentation de la profondeur des cryptes intestinale. (Lallès et al, 
2007; Nabuurs, 1998) Cette diminution transitoire de l'absorption des nutriments pourrait 
expliquer en partie la susceptibilité des porcelets à une diarrhée osmotique dans les premiers 
jours suivant le sevrage, puisque le flux intestinal est augmenté (Boudry et al, 2004).   
La fonction barrière de l'intestin grêle est généralement aussi affectée suivant le sevrage. L'âge 
du porcelet, le stress induit, la prise alimentaire et la diète sont 4 facteurs ayant été identifiés 
comme pouvant avoir un effet significatif sur la fonction barrière après le sevrage (Wijtten et 
al, 2011).  
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1.2 Le système immunitaire intestinal porcin  
Lors de son développement, le système immunitaire intestinal aura la lourde tâche d’assurer la 
protection de l’hôte en empêchant la pénétration bactérienne et minimisant les réponses 
inflammatoires. Dans son rôle de surveillance, il devra toutefois demeurer réactif aux agents 
pathogènes et au besoin répondre par une réponse inflammatoire et immunitaire qui permettra 
de contrôler l’infection (Hooper et Macpherson, 2010). 
1.2.1 Immunité innée 
À leur naissance, les porcelets ont un système immunitaire inné de base compétent (Sinkora et 
Butler, 2009; Yeoman et White, 2014). Cependant, ils ont peu de lymphocytes T et B, ce qui 
contribue à leur statut immunitaire immature (Lallès et al, 2007). L’immunité innée du 
porcelet est activée par deux mécanismes majeurs, soit (1) le recrutement et l’activation des 
composants cellulaires incluant les macrophages, les neutrophiles les cellules NK et les 
cellules dendritiques, et (2) la production de médiateurs à large spectre (Sinkora et Butler, 
2009). 
En conditions saines, la densité de la mucine et l’association avec des protéines épithéliales 
antimicrobiennes (PEA) telles que les lectines de type C (Tableau 2) limite la pénétration 
bactérienne à travers le mucus. Les PEA sont des effecteurs immunitaires évolutivement 
anciens produits par presque toutes les plantes et animaux et qui permettent ici aux surfaces 
épithéliales de résister à la pression microbienne. Par contre, l’épaisseur du mucus intestinal 
produit par les cellules caliciformes est inférieure à celle des mucus gastriques et du côlon, 
rendant la pénétration bactérienne plus propice à cet endroit du tractus gastro-intestinal 
(Caballero et Pamer, 2015; Hooper et Macpherson, 2010). Il se produit tout de même un 
phénomène de gradient dans lequel la concentration de PEA est plus grande près de la couche 
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cellulaire sous-jacente, et où les bactéries ont de plus en plus de difficulté à pénétrer (Hooper 
et Macpherson, 2010). 
Tableau 2 – Les grandes familles de PEA intestinaux 
Famille Mécanisme Cellules sécrétrices Cible 
α-défensines Rupture 
membranaire 
Cellules de Paneth, 
neutrophiles, 
macrophages 
Bactéries Gram + et -, 
mycètes, virus et protozoaires 
β-défensines Rupture 
membranaire 
Entérocytes Bactéries Gram + et Gram -, 
mycètes, virus et protozoaires 
Cathélicidines Rupture 
membranaire 
Cellules épithéliales, 
neutrophiles, 
mastocytes 
Bactéries Gram + et Gram -, 
mycètes et virus 
Lectines de type 
C 
Reconnaissance 
du peptidoglycan 
Cellules de Paneth et 
entérocytes 
Bactéries Gram + 
Galectines Inconnu Large expression Bactéries présentant des 
antigènes de groupes 
sanguins 
Lipocaline Séquestration de 
sidérophores 
Macrophages, 
cellules épithéliales 
E. coli 
Lysozyme Attaque du 
peptidoglycan 
membranaire  
Cellules de Paneth Bactéries Gram +, peu 
d’action contre les Gram - 
Protéines  
reconnaissant le 
peptidoglycan 
Attaque du 
peptidoglycan 
membranaire 
Cellules épithéliales Bactéries Gram + et Gram - 
Phospholipase 
A2 
Hydrolyse des 
phospholipides 
membranaires  
Cellules de Paneth, 
macrophages 
Bactéries Gram + 
RNases Inconnu Cellules épithéliales Bactéries Gram + et Gram - 
(Adapté de Gallo et Hooper, 2012) 
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Sous la couche de mucus, les cellules épithéliales intestinales forment une autre barrière, 
permissive pour l’absorption de glucides, de lipides et de protéines, mais excluant l’absorption 
de bactéries, ce qui est une balance optimale à maintenir. Ces cellules expriment d’ailleurs des 
récepteurs immunitaires innés sur leur côté basal afin de réagir si une bactérie réussit à 
traverser leur barrière, sans réagir au reste du microbiote commensal. Cette couche cellulaire a 
également la capacité de présenter des glycolipides aux cellules NK et aux cellules T grâce à 
l’expression de protéines semblables au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH-like), 
qui recrutent les cellules T exprimant le récepteur Tγδ ou le CD1d, qui mène ensuite à la 
production d’interleukine 10 (IL-10) par la cellule. Malgré qu’elles ne soient pas typiquement 
associées au système immunitaire, les cellules épithéliales produisent aussi des cytokines 
inflammatoires et des chimiokines, incluant qu’IL-6, IL-8, IL-10, ou encore CCL20, qui 
recrutent les cellules dendritiques et macrophages qui présentent et activent les lymphocytes T 
α-β et la production d’Ac (Caballero et Pamer, 2015 ; Oswald, 2006).  
Sous la couche épithéliale simple, on retrouve la lamina propria constituée de tissu 
lymphatique vascularisé et dont les fonctions incluent la facilitation de la distribution des 
nutriments au niveau systémique, mais également l’établissement de la tolérance aux antigènes 
(Ag) et aux microorganismes inoffensifs, et la protection immunitaire contre les 
microorganismes potentiellement pathogènes venant de la lumière intestinale. Pour y arriver, 
la population cellulaire constituant la lamina propria est complexe et inclut, entre autres, les 
cellules mésenchymateuses stromales, des cellules dendritiques CD103+, des neutrophiles, des 
macrophages, et les lymphocytes B et T. Les cellules lymphoïdes innées (CLIs) sont 
également importantes, non seulement pour le développement des tissus immunitaires, mais 
également pour la défense contre les bactéries intestinales, pathogènes ou non, qui traversent 
la barrière épithéliale (Caballero et Pamer, 2015). 
Les macrophages sont aussi des phagocytes importants dans la réponse contre les 
envahisseurs, même s'il s'agit de bactéries commensales, puisqu’ils sont près de la barrière 
épithéliale, dans la lamina propria (Figure 2). Les macrophages intestinaux sont 
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particulièrement adaptés à la pression microbienne intestinale puisqu’ils 1) ne sont pas de forts 
inducteurs de l’inflammation, contrairement aux macrophages classiques, 2) peuvent présenter 
des Ag aux lymphocytes T, et 3) conservent leur capacité phagocytique, et bactéricide 
(Hooper et Macpherson, 2010). 
 
Figure 2. Système immunitaire intestinal et ses composantes cellulaires (Adapté de 
Mowat, 2003 ; Macdonald and Monteleone, 2005 ; Perez-Lopez et al, 2016). 
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Comme l’intestin est soumis à une pression microbienne constante de l’extérieur, les PEA 
qu’il produit ont un rôle essentiel pour maintenir l’homéostasie intestinale (Caballero et 
Pamer, 2015). Ces PEA ont une fonction protectrice pour l’épithélium intestinal et une 
diversité protéique qui représente probablement les différents types de microorganismes 
auxquels ils doivent faire face.  Plusieurs types cellulaires produisent des PEA à travers 
différents mécanismes (Tableau 2), dont plusieurs résultent d’une expression constitutive. Les 
cellules de Paneth  produisent des PEA tels que les α-défensines au niveau de l’épithélium, les 
neutrophiles et les macrophages produisent également des PEA au niveau de la lamina propria. 
Mêmes les entérocytes et certaines bactéries du microbiote intestinal produisent des PEA 
(Hooper et Macpherson, 2010). 
Il est important de noter que les PEA ont une fonction complexe, et peuvent avoir des 
mécanismes alternatifs à l’action directe sur les microorganismes afin de protéger les tissus 
d’une façon plus générale (Gallo et Hooper, 2012). Les cathélicidines ainsi que les α et β-
défensines peuvent exprimer une activité chimiotactique et la capacité de recruter les 
leucocytes dans la réponse inflammatoire. Certains PEA peuvent également interagir avec les 
Toll-like receptors (TLRs) afin d’activer ou d’inhiber la réponse inflammatoire. Les α-
défensines participent même à la régulation de la composition du microbiote intestinal 
commensal (Salzman et al, 2010; Gallo et Hooper, 2012).  
1.2.2 Immunité adaptative 
Les échanges immunitaires entre la truie et le fœtus sont impossibles jusqu’à la naissance, et le 
nouveau-né en est même considéré vierge au point de vue du système immunitaire adaptatif 
(Sinkora et Butler, 2009 ; Yeoman et White, 2014 ; Lallès et al, 2007). Cela peut s’expliquer 
par le type de placentation épithéliochorial, où le fœtus est séparé de la mère par jusqu’à 6 
couches de tissu épithélial formant le placenta (Lallès et al, 2007). 
26 
 
Le système immunitaire intestinal adaptatif se base surtout sur la présentation des Ag 
bactériens par les cellules présentatrices d’Ag aux lymphocytes T auxiliaires qui activeront les 
lymphocytes B à produire des anticorps (Ac) et autres populations de lymphocytes T 
impliquées dans le contrôle des infections intracellulaires ou extracellulaires (Figure 2) 
(Charerntantanakul et Roth, 2006 ; Caballero et Pamer, 2015). Les cellules dendritiques 
peuvent échantillonner le contenu intestinal et déclencher adéquatement des réponses 
immunitaires adaptatives dans la muqueuse intestinale. Les ganglions mésentériques sont 
attachés à ce système et agissent en tant qu’échantillonneurs de contenu intestinal et en tant 
que dernière barrière contre les bactéries ayant réussi à pénétrer les défenses épithéliales 
(Hooper et Macpherson, 2010). 
Les IgA sécrétés par les cellules plasmatiques IgA+ de la lamina propria en réponse aux 
bactéries sont un bon exemple de reconnaissance bactérienne (Caballero et Pamer, 2015 ; 
Pasetti et al, 2011). Ceux-ci constituent la première ligne de défense contre les pathogènes, 
participent à la conservation de l’équilibre de la flore intestinale de façon très importante 
(Caballero et Pamer, 2015). Ils ont principalement la capacité d’empêcher l’adhésion des 
bactéries pathogènes en liant les protéines de surface médiatrices d’attachement microbien et 
de neutraliser les toxines produites par ces bactéries en formant avec elles un large complexe 
adhérent et facilement retenu pas le mucus. (Pasetti et al, 2011). Les IgA sécrétés ont ainsi une 
influence sur la composition de la flore intestinale, et les cellules les produisant ont donc la 
capacité de moduler les stratégies immunitaires défensives (Caballero et Pamer, 2015 ; Hooper 
et Macpherson, 2010). L’augmentation de la présence des BSF stimule justement le 
développement des plaques de Peyer et la sécrétion d’IgA. En plus, les BSF ont un rôle positif 
sur la différenciation des cellules Th17 dans un modèle murin, déclenchant ainsi une réponse 
immunitaire spécifique et large contre des Ag codés par les BSF sans déclencher une réponse 
inflammatoire ou une destruction de la barrière intestinale, contrairement à une infection 
intestinale classique (Caballero et Pamer, 2015). 
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Bien que moins importants dans l’intestin, et plutôt sécrétés au niveau sanguin avant d’être 
transcytosés vers la lumière intestinale, les IgG peuvent aussi jouer un rôle dans l’immunité 
adaptative principalement systémique chez le porcelet (Pasetti et al, 2011). Il est donc compris 
que les cellules B activées dans les ganglions mésentériques et les plaques de Peyer et se 
différentiant en cellules plasmatiques produisant des IgA (IgA+) ou en cellules B mémoires 
sont primordiales dans l’établissement d’une réponse immunitaire efficace et protectrice au 
niveau mucosal (Pasetti et al, 2011). 
Les IgA, quant à eux, sont exprimés plutôt dans la muqueuse chez les porcs, et atteignent le 
même ordre d’expression que les IgM seulement vers 4 semaines d’âge. Vers 12 semaines et 
avec la maturation du système immunitaire mucosale, les IgA deviennent même l’isotype 
prédominant dans la muqueuse porcine, surclassant les IgM (Fairbrother et al, 2005 ; Butler et 
al, 2006 ; Levast et al, 2014). 
Les cellules T régulatrices (Treg) ont également un rôle important dans le système immunitaire 
intestinal adaptatif en limitant la différenciation des cellules T naïves en cellules effectrices 
ciblant les antigènes inoffentifs de la lumière intestinale. Ce sont donc les cellules Treg qui 
déterminent la limite entre l’homéostasie et l’inflammation intestinale (Caballero et Pamer, 
2015 ; Pasetti et al, 2011). Certaines bactéries du microbiote contribuent aussi au 
développement des cellules Treg, évitant ainsi plusieurs maladies inflammatoires (Hooper et 
Macpherson, 2010 ; Pasetti et al, 2011). 
1.2.3 Microbiote intestinal 
Le développement du nouveau-né amènera l’exposition aux microorganismes qui 
constitueront sa flore commensale, et à l’activation graduelle de mécanismes immunitaires 
adaptatifs induits par cette dernière (Yeoman et White, 2014). À la naissance, la colonisation 
du porcelet sera surtout effectuée par des populations microbiennes aérobies ou anaérobies 
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facultatives, avant d’être remplacées graduellement par des populations anaérobie strictes au 
fur et à mesure de l’exposition du tractus gastro-intestinal du porcelet à ces populations 
diverses (Yeoman et White, 2014 ; Lallès et al, 2007). Dans la lumière de l’iléon, les genres 
bactériens Firmutes et les Protéobactéries (Proteobacteria) sont très dominants en conditions 
normales, alors que les genres Turicibacter et Anerobacter dominent généralement la 
muqueuse iléale, notant donc une différence dans la colonisation des bactéries de la lumière et 
de la muqueuse iléale (Looft et al, 2014 ; Yeoman et White, 2014). 
 
Figure 3. La composition des microbiotes intestinaux est plus similaire chez les animaux 
sains que chez les animaux malades (Adapté de Yeoman et White, 2014). 
Le sevrage, dans les conditions de l’industrie porcine, amène un stress et des changements 
majeurs du microbiote intestinal influencés par l’alimentation, les facteurs environnementaux 
et l’individu même. Ces changements rapides peuvent pencher la balance entre l’établissement 
de ces populations commensales saines et l’avènement de bactéries entériques pathogènes vers 
la maladie. Les porcelets ont donc peu de temps pour développer un microbiote sain et 
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complexe qui pourra exercer une compétition contre des pathogènes intestinaux tels qu’ETEC 
(Lallès et al, 2007). Cette constitution graduelle d’un microbiote intestinal sain et varié est 
essentielle au développement subséquent de la morphologie intestinale, mais surtout d’un 
environnement fermentaire et de la maturation du système immunitaire (Yeoman et White, 
2014 ; Caballero et Pamer, 2015 ; Hooper et Macpherson, 2010). Un groupe d’animaux ayant 
développé cette complexité de microbiote auront ainsi tendance à présenter une communauté 
intestinale plus similaire entre eux que les animaux malades, bien que chaque animal ait un 
microbiome très diversifié (Figure 3) (Yeoman et White, 2014). 
1.3 Escherichia coli et diarrhée post-sevrage  
1.3.1 Escherichia coli 
De la famille des Enterobacteriaceae, E. coli est un bâtonnet à Gram négatif et anaérobie 
facultatif. Il s’agit d’une bactérie intestinale généralement commensale chez les mammifères. 
Très commune, certaines souches peuvent par contre être pathogènes, et toutes sont classifiées 
selon leur sérotypage, dépendant de leurs antigènes O, H et K, respectivement somatiques, 
flagellaires et capsulaires (Orskov et al, 1977).   
Les virotypes pathogènes d’E. coli entérique comprennent, entre autres, les productrices de 
Shiga-toxine (STEC), les entéropathogéniques (EPEC), les entérohémorragiques (EHEC), les 
E. coli à adhérence diffuse (DAEC),  entéroaggrétatifs (EAEC), et les entérotoxigéniques 
(ETEC) (Rolhion et al, 2007 ; Redon et al, 2007 ; Martinez-Medina et al, 2014 ; Bradley et al, 
2012). 
Ces E. coli pathogènes de l’intestin porcin se distinguent, entre autres, des coliformes 
commensaux par leur plus grande diversité de facteurs de virulence. En effet, les coliformes de 
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la flore commensale présentent des gènes d’adaptation en combinaison limitée, tels que fimH, 
traT et fyuA, impliqués respectivement dans la colonisation, la résistance au sérum, et 
l’utilisation du fer (Wu et al, 2007). Une diminution de la diversité de la population intestinale 
après le sevrage de l’animal serait associée avec une plus grande susceptibilité aux infections 
entériques, plus adaptés à une colonisation aggressive du tractus gastro-intestinal (Wu et al, 
2007 ; Lallès et al, 2007). Les souches pathogènes pouvant causer la DPS sont donc 
opportunistes et profitent du débalancement microbien et intestinal induit autour du sevrage 
(Yeoman et White, 2014), mais présentent également une plus grande variété de facteurs de 
virulence (Frydendahl, 2002 ; Wu et al, 2007 ; Schroyen et al, 2012). 
1.3.2 Diarrhée post-sevrage  
La diarrhée se déclare habituellement dans les 3 à 10 jours suivant le sevrage et est causée par 
différents pathogènes, dont une grande proportion sont des souches d’ETEC exprimant le 
fimbriae F4 (Zhang, 2014). 
La maladie se déclare habituelle suivant la colonisation du tractus intestinal par ETEC (Figure 
4). Pour y adhérer, la bactérie utilise des fimbriae, ces protéines d’adhésion retrouvées en 
surface de leur membrane, pour reconnaître les récepteurs à la surface des cellules épithéliales 
intestinales (Schroyen et al, 2012). Après avoir été ingéré par le porcelet, ETEC utilisera ses 
fimbriae afin de coloniser le jéjunum et l’iléon de l’animal en reconnaissant les récepteurs 
spécifiques (par exemple, F4R ou F18R) s’y trouvant. Les bactéries proliféreront ensuite 
rapidement pour établir des populations de l’ordre de 109 unités formatrices de colonies (UFC) 
par gramme de tissu (Figure 4) (Fairbrother et al, 2005 ; Schroyen et al, 2012). Une fois la 
colonisation établie, ETEC produira ses toxines, décrites dans les prochaines sections, qui 
débalanceront l’équilibre des électrolytes intestinaux et mèneront aux symptômes habituels de 
la maladie (Figure 4).  
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Comme l’adhésion est médiée principalement par le récepteur F4 (F4R), un animal exempt de 
ce récepteur (F4R -/-) ne sera pas susceptible à la maladie causée par ETEC F4+. Le 
développement des récepteurs de la bordure en brosse intestinale est indépendant de l’âge de 
l’animal, alors que ceux de la muqueuse augmentent dans le temps (Jin et Zhao, 2000). Trois 
différents types de récepteurs ont également été  proposés afin d’expliquer la liaison 
spécifique des différents fimbriae F4. Les récepteurs bcd reconnaîtraient tous les types de 
fimbriae F4. Les récepteurs bc pourraient lier les variants F4ab et F4ac (Voir section 1.3.4 
Fimbriaes d’adhésion F4 (K88)). Finalement, les récepteurs d ne lieraient que les F4ad 
(Schroyen et al, 2012).  
 
Figure 4. Développement de la diarrhée post-sevrage chez le porcelet d’élevage, tiré du 
Laboratoire de référence pour Escherichia coli (EcL) de la Faculté de médecine vétérinaire de 
l’Université de Montréal (http://www.ecl-lab.ca/fr/ecoli/pathogenesis.asp)  
L’expression de F4R est dominante selon le principe de Mendel, et il est exprimé dès la 
naissance, contrairement au F18R qui apparait autour de 20 jours d’âge (Jin et Zhao, 2000 ; 
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Fairbrother et al, 2005 ; Xia et al, 2015). Par contre, le gène codant pour le récepteur n'a 
toujours pas été découvert, bien qu'il soit connu qu'il se trouve sur le chromosome 13 (SSC13), 
et que plusieurs candidats soient à l'étude (Xia et al, 2015). L'un de ces gènes prometteurs est 
MUC4, présentant un polymorphisme chez le porc et dont le site de restriction enzymatique 
Xba I peut être utilisé pour diviser les porcelets dans les trois catégories génétiques, soit 
homozygote SS (F4R +/+), hétérozygote SR (F4R +/-), et homozygote RR (F4R -/-) (Xia et al, 
2015). Le polymorphisme de MUC4 présente une corrélation si grande avec la susceptibilité 
des porcelets à ETEC F4ab/ac qu’il est présentement utilisé dans les tests génétiques de 
recherche et industriels. Par contre, une faible proportion des porcelets susceptibles ne sont 
pas détectés par ce test, ce qui implique que MUC4 n’est probablement pas le seul gène jouant 
un rôle dans le lien récepteur/ligand nécessaire à l’établissement d’ETEC (Schroyen et al, 
2012). 
Ces autres gènes ne seront pas utilisés dans le cadre du présent projet, et constituent des 
candidats plus ou moins étudiés ou prometteurs, mais regroupent d’autres gènes de la famille 
des mucines tels que MUC13 et MUC20, une aminopeptidase N porcine (APN), ainsi que 
TFRC (Xia et al, 2015 ; Xia et al, 2016).  
Les recherches d'identification du gène codant pour le récepteur F4 se poursuivent tout de 
même, et suivent le principe selon lequel un récepteur potentiel doit : seulement reconnaître 
les adhésines F4+, être retrouvé seulement dans la région de la bordure en brosse intestinale, et 
exprimer les mêmes propriétés d'un animal à l'autre (Xia et al, 2015). 
1.3.3 Escherichia coli entérotoxigénique (ETEC) 
ETEC est un ensemble de sérotypes d’E. coli produisant différents facteurs de virulence, dont 
les plus connus sont les toxines thermolabiles (LT) et thermostables (ST), notamment O8, 
O138, O139, O141, O147, O149 et O157 (Frydendahl, 2002 ; Maynard et al, 2003 ; Wu et al, 
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2007). Il peut également, selon son sérotype O, exprimer les fimbriae F4 (K88), F5 (K99), F6 
(987P), F7 (F41), et/ou F18  (Tableau 3) pour permettre son attachement à la muqueuse 
intestinale (ou bordure en brosse des entérocytes), mais présente majoritairement les fimbriae 
F4 et/ou F18 (Haesebrouck et al, 2004 ; Zhang, 2014 ; Frydendahl, 2002). Les fimbriae étaient 
auparavant décrits comme capsulaires (K) dans l’ancienne littérature, d’où la double 
appellation pour les fimbriae F4 (K88) et F5 (K99) (Schroyen et al, 2012). 
Parmis les différents sérotypes d’ETEC responsables de la diarrhée post-sevrage chez le 
porcelet, O149 est le plus fréquemment retrouvé (Fairbrother, 2005).  
Le fimbriae F18 est associé aux maladies d’œdème chez les porcelets, et on en retrouve deux 
variantes, F18ab et F18ac. Le F18ab est généralement retrouvée chez les souches ETEC 
classiques et/ou les souches d’E. coli productrices de Stx2e  (STEC), alors que le F18ac est 
seulement retrouvé chez ETEC (Zhang, 2014 ; Fairbrother et al, 2005). Ensemble, les fimbriae 
F4 et F18 causent presque tous les cas de diarrhée post-sevrage (Zhang, 2014). Le fimbriae F4 
(K88) sera décrit à la section suivante. 
Les adhésines non fimbriales (Tableau 3), quant à elles, sont généralement retrouvées chez des 
souches d’E. coli à adhérence diffuse (DAEC), entérohémorragiques (EHEC) ou 
entéropathogéniques (EPEC) (Zhang, 2014). Bien qu’elles puissent toutes être retrouvées chez 
les souches d’ETEC, seule AIDA-I semble avoir un rôle de médiation de l’adhérence diffuse 
aux récepteurs chez les ETEC causant la diarrhée post-sevrage l’exprimant (Zhang, 2014 ; 
Fairbrother et al, 2005).  
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Tableau 3 – Facteurs de virulence associés avec la diarrhée post-sevrage associée à 
ETEC  
Adhésines fimbriales Sous-unités structurales (kDa) 
K88 (F4) FaeG (27,6) / FaeC (16,9) 
K99 (F5) FanC (16,5) / FanF (31,5) 
987P (F6) FasA (23,0) / FasF (17,5) / FasG (40,0) 
F41 (F7) Fim41a (29,5) 
F18 (F107; 2134P; CFA8813) FedA (15,1) / FedF (30,3) 
Adhésines non-fimbriales Fonction, protéine (kDa) 
AIDA-I Autotransporteur, AidA (79,5) 
Paa Protéine de membrane externe, Paa (27,6) 
EAE Protéine de membrane externe, EaeA (94-97) 
Toxines Gène, toxine mature (kDa) 
LT eltAB, exotoxine AB5 (86,0) 
STa estA, 18 a.a. (2,0) 
STb estB, 48 a.a. (5,1) 
EAST1 astA, 38 a.a. (4,1) 
Stx2e stx2e, toxine AB (70,0) 
(Adapté de Zhang, 2014) 
Une fois attaché, ETEC sécrétera ses entérotoxines LT et ST qui induiront la sécrétion de 
fluides et d’électrolytes dans l’intestin (Zhu et al, 2011 ; Nagy et al, 2005 ; Zhang, 2014).  
LT est une exotoxine sous-unitaire de type AB5 (Tableau 3), ayant donc son entaille 
d’activation située sur son domaine enzymatique toxique (sous-unité A) (Haesebrouck et al, 
2004 ; Zhang 2014 ; Fairbrother et al, 2005). Elle a un poids moléculaire élevé grâce à sa sous-
unité majeure LTA (28 kDa) qui est suivie de 5 sous-unités LTB (11,6 kDa) identiques 
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(Haesebrouck et al, 2004 ; Zhang 2014). On croit que ce poids élevé lui confèrerait un 
potentiel au niveau de l’induction d’une réponse immunitaire (Haesebrouck et al, 2004). 
La sous-unité mineure LTB est responsable de l’attachement au récepteur cellulaire GM1 des 
entérocytes épithéliaux. LT peut ensuite pénétrer l’hôte et stimuler l’activité adénylate cyclase 
grâce à LTA, qui est responsable de l’activité enzymatique de la toxine. Les niveaux 
intracellulaires de d’AMP cyclique augmentent donc, ayant pour effet de stimuler la sécrétion 
d’eau dans la lumière intestinale (Zhang, 2014).  
Les toxines ST ont un poids moléculaire faible et sont peu immunogéniques, contrairement à 
la toxine LT (Haesebrouck et al, 2004 ; Zhang, 2014). STa est la plus petite des toxines 
produites par ETEC (Tableau 3), avec 18 acides aminés (a.a.), 6 résidus de cystéines donnant 
sa structure au peptide grâce à 3 liens disulfides. Il peut ensuite s’associer à une guanylate 
cyclase transmembranaire et activer cette voie menant à l’augmentation des niveaux de GMP 
cyclique intracellulaire, de la sécrétion de fluides, et de la diarrhée (Zhang, 2014). STb, quant 
à elle, est plus lourde et lie un récepteur sulphané à la surface des cellules épithéliales 
intestinales. Elle stimule ainsi une protéine régulatrice sensible liant le GTP et favorise le 
transport de l’eau et des électrolytes hors de la cellule (Zhang, 2014). 
Bien que régulièrement présent chez les souches d’ETEC, les études indiquent qu’EAST1 
n’aurait pas de fonction effectrice dans les cas de diarrhée chez les porcelets. Stx2e est aussi 
souvent retrouvé chez ETEC, mais est plutôt associé aux œdèmes porcins (Zhang, 2014).   
1.3.4 Fimbriae d’adhésion F4 (K88) 
Le plus commun des fimbriae identifiés chez les souches d’ETEC responsables de la DPS, le 
fimbriae F4 (K88) est constitué de deux sous-unités différentes et existe en trois variantes, 
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F4ab, F4ac et F4ad, où a est la région antigénique conservée (ou l’épitope commun)  et b, c et 
d sont les régions antigéniques variables (ou épitopes spécifiques) issues du gène faeG 
(Schroyen et al, 2012 ; Xia et al, 2015). F4ac est la variante la plus commune des trois 
possibles (Schroyen et al, 2012). Ces récepteurs spécifiques sont composés de glycoprotéines 
et de glycolipides, puisque les variantes du fimbriae F4 ont des préférences distinctes. F4ad lie 
préférentiellement les glycolipides, alors qu’F4ac et F4ab lient plutôt les glycoprotéines (Jin et 
Zhao, 2000 ; Xia et al, 2015). Ce phénomène pourrait donc expliquer pourquoi MUC4 ne 
serait pas le seul gène impliqué dans la production de récepteurs épithéliaux reconnaissables 
par les fimbriae F4.  
Encodé par l’opéron fae, les fimbriae F4 sont des polymères protéiques constitués de plusieurs 
sous-unités majeures FaeG identiques (Melkebeek et al, 2013 ; Verdonck et al, 2004), ainsi 
que de sous-unités mineurs allant d’FaeC à FaeJ (Schroyen et al, 2012 ; Xia et al, 2015). La 
sous unité utilisée dans le cadre des travaux présentés, est FaeG (Tableau 3) et constitue 
l’unité adhésive du fimbriae F4 (Zhang, 2014 ; Kolotilin et al, 2012 ; Fairbrother et al, 2005 ; 
Schroyen et al, 2012 ; Xia et al, 2015). La sous-unité FaeG aurait le potentiel de protéger les 
porcelets contre ETEC suivant une immunisation orale (Verdonck et al, 2004).Les sous-unités 
mineures, présentes en moins grand nombre dans la structure et ayant des rôles très 
spécifiques, sont exprimées en précurseurs et transportées ensuite dans le périplasme pour leur 
maturation (Figure 5) (Verdonck et al, 2004 ; Xia et al, 2015). Elles sont ensuite transportées à 
la membrane extérieure par la chaperonine FaeE et l’appariteur FaeD (Verdonck et al, 2004). 
La chaperonne FaeE est également nécessaire pour l’assemblage du fimbriae final, en 
interagissant avec le C-terminal de FaeG et avec un autre chaperon en feuillet bêta donneur 
pour aider à son repliement (Kolotilin et al, 2012). Ce feuillet bêta sera ensuite remplacé par la 
portion N-terminale d’une autre sous-unité FaeG, complétant ainsi le repliement et la liaison 
de chaque sous-unité entre elles. Les différentes variantes du fimbriae F4 sont reconnues selon 
l’assemblage de leurs régions conservées a avec leurs régions variables b, c et d (Kolotilin et 
al, 2012). 
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Figure 5. Structure et biosynthèse du fimbriae F4 et de ses sous-unités (Adapté de Xia et 
al, 2015) 
Les sous-unités mineures, présentes en moins grand nombre dans la structure et ayant des 
rôles très spécifiques, sont exprimées en précurseurs et transportées ensuite dans le périplasme 
pour leur maturation (Figure 5) (Verdonck et al, 2004 ; Xia et al, 2015). Elles sont ensuite 
transportées à la membrane extérieure par la chaperonine FaeE et l’appariteur FaeD (Verdonck 
et al, 2004). La chaperonne FaeE est également nécessaire pour l’assemblage du fimbriae 
final, en interagissant avec le C-terminal de FaeG et avec un autre chaperon en feuillet bêta 
donneur pour aider à son repliement (Kolotilin et al, 2012). Ce feuillet bêta sera ensuite 
remplacé par la portion N-terminale d’une autre sous-unité FaeG, complétant ainsi le 
repliement et la liaison de chaque sous-unité entre elles. Les différentes variantes du fimbriae 
F4 sont reconnues selon l’assemblage de leurs régions conservées a avec leurs régions 
variables b, c et d (Kolotilin et al, 2012). 
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1.4 Traitements actuels contre ETEC 
1.4.1 Antibiotiques 
Actuellement, les antibiotiques sont utilisés chez une majorité de porcs d’élevage de façon 
thérapeutique, subthérapeutique, et prophylactique, pour le traitement de maladies, le contrôle 
d’éclosions bactériennes, et pour augmenter la croissance des individus (Landers et al, 2012). 
Par contre, bien que leur utilisation soit répandue, les connaissances sur les conséquences de 
l’utilisation excessive des antibiotiques sur l’environnement, la santé humaine et la santé 
animale sont peu nombreuses, et les données sur la quantité d’antibiotiques administrés (doses 
et fréquences) n’est pas toujours accessible (Landers et al, 2012).  
Il est par contre connu que certains antibiotiques, tels que la tétracycline, la pénicilline, et les 
sulfoamides, sont utilisés chez les animaux et les humains, et que l’utilisation prophylactique 
de ces derniers chez les animaux d’élevage est liée à l’émergence de l’antibiorésistance 
massive développée chez certains pathogènes humains, ainsi qu’à un risque pour 
l’environnement (Zhang, 2014 ; Smith et al, 2010 ; Butaye et al, 2014 ; Landers et al, 2012). 
Certains de ces antibiotiques sont même considérés comme antibiotiques de dernier recours en 
médecine humaine. Leur utilisation pour la promotion de la croissance des animaux d'élevage,  
par exemple, pose donc un problème supplémentaire regrettable pour le traitement de la santé 
humaine (Guardabassi, 2013). 
Par exemple, certaines souches d’ETEC O149:K88(F4) possèdent les gènes de résistance  à 
l’ampicilline, à l’apramycine, au ceftiofur, à la gentamicine, à la néomycine, à la 
spectinomycine, à la tetracycline, et au trimethoprime-sulfoamide (Zhu et al, 2011; Noamani 
et al, 2003 ; Zhang, 2014). La résistance à la colistine est également devenue courante (Zhang, 
2014 ; Rhouma et al, 2016). 
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Cette multi-résistance face aux antibiotiques de routine se retrouve dans la plupart des souches 
d’ETEC F4 et F18 positives causant la diarrhée post-sevrage, et pose un problème sérieux 
dans le traitement des troupeaux et la contention de la maladie (Zhang, 2014). Elle peut même 
être amplifiée par le phénomène de résistance croisée observé à cause de la transition de gènes 
de résistance aux aminoglycosides entre les bactéries (Maynard et al, 2003). Cela est dû au fait 
que la multi-résistance aux antibiotiques est un phénomène dynamique, qui est influencé par 
plus d’un facteur ou plus d’un gène, et qui évolue dans le temps selon son environnement 
(Maynard et al, 2003). 
Au regard de ce phénomène qui se généralise dans le temps, certaines études 
gouvernementales et privées ont émis des recommandations pour limiter l’usage des 
antibiotiques, et pour augmenter la connaissance sur les risques spécifiques associés à leur 
utilisation. Ces recommandations ont ainsi créé une demande pour la recherche d'approches 
alternatives telles que les vaccins, la nutrition, les probiotiques et autres (Landers et al, 2012). 
1.4.2 Vaccins 
Les vaccins de micro-organismes entiers tués ou atténués, de protéines recombinantes, et de 
composés microbiens purifiés sont les plus populaires chez le porc (Haesebrouck et al, 2004 ; 
Hyunil et al, 2016).  
L'utilisation de souches d'ETEC atténués et de souches recombinantes d'E. coli F4+ sauvage 
avirulentes sont deux options de vaccins utilisant la capacité d'adhésion de ces 
microorganismes pour induire une réponse immunitaire mucosale intestinale (Melkebeek et al, 
2013 ; Mestecky et al, 2008). Par contre, de tels vecteurs induisent souvent une forte réponse 
immunitaire spécifique, qui peut même être plus grande que celle provoquée par le fimbriae 
F4 ou un autre antigène cible (Mestecky et al, 2008).  
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Les vaccins de protéines recombinantes ouvrent la porte à différents types de production, dont 
l'utilisation de plantes transgéniques telles que le tabac, les pommes de terre et la luzerne, et 
peuvent ainsi être produits à peu de frais. La production peut être faite en grandes quantitées 
en champ ou en serre, ce qui compense pour le temps de production un peu plus long que la 
production dans les oeufs de poule par exemple (Kolotilin et al, 2014 ; Melkebeek et al, 2013 ; 
Mestecky et al, 2008 ; Pasetti et al, 2011). Ces vaccins utiliseront généralement des sous-
unités de fimbriae d'adhésion afin d'induire une réponse immunitaire en utilisant le principe de 
reconnaissance par les cellules épithéliales intestinales, bien que des essais sont également 
effectués avec les toxines (Melkebeek et al, 2013 ; Zhang, 2014). Des essais ont été effectués 
avec les sous-unités majeures des fimbriae F4 et F18 et ont déterminé un plus grand effet 
protecteur du FaeG du fimbriae F4, probablement parce que le récepteur du fimbriae F18 est 
exprimé plus tard que celui du fimbriae F4 dans le développement du porcelet (Melkebeek et 
al, 2013). Il est également possible d'extraire ces adhésines d'une culture bactérienne les 
exprimant, et ainsi avoir un produit purifié pouvant être utilisé dans l'immunisation porcine 
presque de la même façon que les protéines recombinantes (Lu et al, 2016). 
Au final, un vaccin efficace contre la DPS devrait : induire une immunité anti-adhésine ou 
antitoxine largement protectrice, considérer les porcelets non-susceptibles à la maladie par 
l’absence du récepteur spécifique du fimbriae, inclure des composantes des toxines LT, STb 
ou STa qui ne soient pas toxiques pour l’hôte tout en étant immunogènes, être produit à peu de 
coûts, et induire une immunité fonctionnelle avant le sevrage (Zhang, 2014). 
Dans cette optique, plusieurs méthodes d'immunisation ont été développées pour tenter de 
faciliter le travail des éleveurs, dont la vaccination orale avec des produits encapsulés, ainsi 
que les vaccinations parentérales et intramusculaires (Kolotilin et al, 2014 ; Melkebeek et al, 
2013). 
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1.4.2.1 Vaccins oraux  
Les principaux avantages de ce type d’immunisation incluent, entre autres, la facilité 
d’administration, le coût abordable et l’induction d’une immunité mucosale et systémique 
protectrice. Par contre, la faible quantité de vaccins développés et utilisés à ce jour s’explique 
par la difficulté à protéger l’antigène contre les conditions gastriques et la dégradation 
intestinale, la difficulté à présenter l’antigène aux cellules appropriées, ainsi que la possibilité 
d’induire une tolérance face aux grandes doses administrées (Simerska et al, 2009). 
Dans la vaccination orale, l'encaspulation permet de protéger les protéines et les 
microorganismes qui composent le vaccin des conditions gastro-intestinales. Ainsi, le vaccin 
pourrait idéalement traverser l'œsophage et l'estomac, et commencer la libération du composé 
immunogène lors de sa dégradation par l'intestin grêle (Kolotilin et al, 2014 ; Melkebeek et al, 
2013). Ainsi, une forte réponse mucosale spécifique contre l’antigène administré peut être 
acquise en plus de la réponse systémique, rendant la protection intestinale contre ETEC plus 
efficace (Delisle et al, 2012 ; Ranasinghe, 2014). Cette réponse mucosale se traduit entre 
autres par la sécrétion d’IgA spécifiques dans la muqueuse qui empêchent l’attachement des 
ETEC et peuvent même neutraliser leurs entérotoxines, alors que la réponse systémique inclut 
plutôt  la production d’IgG dans le sérum et la prolifération accrue des lymphocytes (Pasetti et 
al, 2011).  
Les types d'encapsulations sont multiples et ont des efficacités différentes. On y retrouve donc, 
parmi tant d'autres, les microsphères de poly(lactide-co-glycolide) (PGLA), les pastilles à 
enrobage entérique, les amidons riches en amylose carboxyméthyl, ou même l’expression 
d’antigènes chez des bactéries commensales ou alimentaires ainsi utilisées comme véhicule 
(Melkebeek et al, 2013 ; Liu et al, 2013 ; Simerska et al, 2009). 
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Différents adjuvants sont également à l'étude, sans consensus actuel sur une variété optimale 
(Melkebeek et al, 2013 ; Simerska et al, 2009 ; Pasetti et al, 2011). Leur utilisation n’est pas 
sans désavantage, elle peut par exemple perturber la capacité de l'hôte à réguler sa réponse 
immunitaire à la nourriture et aux antigènes environnementaux potentiellement dangereux,  
mais permettrait d’augmenter la réponse immunitaire adaptative induite par le vaccin, et peut-
être même de réduire la quantité orale à administrer (Pasetti et al, 2011). Par contre, 
l’immunisation orale permet d’avoir un produit séché ou lyophilisé, qui ne nécessite donc pas 
d’être conservé au froid (Mestecky et al, 2008). 
1.4.2.2 Vaccins parentéraux (intramusculaires)  
Les vaccinations par voie parentérale (par injection, souvent intramusculaires) offrent 
également une voie d'administration possible durant la lactation des porcelets. Ces derniers ne 
nécessitent pas de protection contre les conditions gastriques, mais ils induisent généralement 
une réponse immunitaire systémique plutôt que mucosale (Melkebeek et al, 2013 ; 
Ranasinghe, 2014). Ces méthodes requièrent des composants plus purs pour l'injection, mais 
pourraient également nécessiter des doses plus petites pour créer un effet immunologique 
significatif (Melkebeek et al, 2013).  
Plusieurs de ces vaccins servent à immuniser la truie gestante (Zhang, 2014). Par contre, ceux-
ci, qu’ils soient constitués d’une forme inoffensive de la toxine LT ou de sous-unités de 
fimbriae, stimulent presqu'uniquement la production d’anticorps de type IgG et IgA. Donc, le 
colostrum de la mère accumule ainsi des anticorps IgG et IgA spécifiques à ces antigènes et ne 
transmet qu’une protection passive et incomplète aux porcelets (Haesebrouck et al, 2004 ; 
Melkebeek et al, 2013 ; Verdonck et al, 2004; Hyunil et al, 2016).   
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1.4.3 Nutrition 
La nutrition et l’ajout de suppléments dans l’aliment des porcs au sevrage ont un effet sur la 
capacité de ceux-ci à combattre ETEC (Fairbrother et al, 2005). Plusieurs effets sont 
recherchés par ces ajouts alimentaires, comme améliorer la flore intestinale et la digestibilité 
(probiotiques, fibres, oligosaccharides), utiliser des propriétés antimicrobiennes de l'aliment 
(oxyde de zinc), utiliser des propriétés antioxydantes et immunorégulatrices de l'aliment 
(extraits de plante ou d'herbes antioxydantes), améliorer la digestibilité et les fonctions de 
l'épithélium intestinal (acides organiques via le pH gastrique, tel que le butyrate), ou encore 
procurer une immunisation passive (lait maternel, protéines plasmatiques séchées). Ces 
éléments de la nutrition chez les porcelets ont déjà permis une diminution de l’incidence ou de 
la sévérité de la diarrhée post-sevrage (Zhang, 2014 ; Fairbrother et al, 2005 ; Lallès et al, 
2007).  
Les probiotiques seront présentés plus en détails dans la section suivante comme bénéfiques 
pour améliorer la flore intestinale et la digestibilité. Par contre, l’addition de fibres et de 
protéine est controversée selon leur nature (Lallès et al, 2007 ; Zhang, 2014). Par exemple, la 
fève de soya doit être fermentée pour avoir un effet sur l’incidence de la DPS (Lallès et al, 
1994 ; Kiers et al 2003). Quant à eux, des suppléments aux propriétés antimicrobiennes, 
comme l’oxyde de zinc, protégeraient les cellules intestinales en inhibant l’adhésion d’ETEC 
(Fairbrother et al, 2005).  
Peu d’information est disponible sur les effets précis d’une alimentation supplémentée en 
antioxydants chez le porcelet, mais il a été observé qu’un extrait contenant de la cannelle, du 
thym et de l’origan réduit la croissance des coliformes intestinaux (Lallès et al, 2007). Un 
ajout d’acides organiques a déjà permis de diminuer l’incidence et la gravité de la DPS chez 
des porcelets en induisant une réduction de la capacité à lier les acides gastriques  
(Tsiloyiannis et al, 2001 ; Fairbrother et al, 2005). Une telle diminution peut permettre une 
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meilleure transition de l’alimentation liquide à solide chez les porcelets récemment sevrés 
(Lawlor et al, 2005).  
L’administration orale d’aliments contenants des anticorps spécifiques tels que des jaunes 
d’œufs, du lait maternel ou des protéines plasmatiques séchées a démontré une réduction de la 
sévérité de la diarrhée post-sevrage chez les porcelets sevrés, tant que ceux-ci continuent d’en 
être alimentés (Zhang, 2014 ; Fairbrother et al, 2005). Les protéines plasmatiques séchées, par 
exemple, ont un effet positif sur la consommation de nourriture des porcelets, et affectent donc 
leur croissance générale positivement (Lallès et al, 2007). 
1.4.4 Probiotiques et prébiotiques 
Selon la souche étudiée, l’administration de levures et de certaines souches bactériennes peut 
avoir un effet protecteur contre l’adhérence d’ETEC. Ces microorganismes, en plus de 
produire des substances antimicrobiennes, ont une action compétitive au niveau de l’intestin, 
et ont la capacité de réduire la sévérité, la transmission, et la prévalence de la diarrhée causée 
par ETEC (Zhang, 2014). Par exemple, l’administration orale de Pediococcus acidilactici ou 
de Saccharomyces cerevisiae boulardii diminue l’attachement d’une souche d’ETEC F4 à la 
muqueuse iléale, même lorsque comparé à un traitement antibiotique avec la chlortétracycline 
et la tiamuline (Daudelin et al, 2011). Par contre, les lactobacilles, largement utilisés en tant 
que probiotiques, et qui ont la capacité d’inhiber plusieurs pathogènes, et de coloniser 
l’épithélium pour promouvoir les jonctions serrées et réduire la perméabilité intestinale, sont 
également spécifiques pour leur hôte et peuvent avoir de la difficulté à coloniser les 
microbiotes très perturbés. Leur efficacité en est donc compromise (Yeoman et White, 2014). 
Donc, le débat sur l’efficacité des probiotiques est toujours d’actualité, et certains proposent 
que le développement des probiotiques soit combiné au développement d’une nutrition 
adéquate, nommée prébiotiques, afin de supporter le microbiome commensalen plus de le 
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promouvoir (Yeoman et White, 2014). Une bonne façon de supporter le microbiote intestinal 
des porcelets est de lui fournir des carbohydrates fermentables, comme le lactose ou l’inuline, 
que les bactéries commensales peuvent digérer, mais pas les enzymes intestinales de l’hôte 
(Lallès et al, 2007). Les prébiotiques seraient donc une portion importante de l’alimentation 
supplémentée en probiotiques (Lallès et al, 2007). 
1.4.5 Autres méthodes de gestion de la maladie 
Plusieurs méthodes alternatives pour protéger les porcelets contre la DPS induite par ETEC 
sont étudiées. Elles incluent, mais sans s’y limiter, les bactériophages (Fairbrother et al, 2005), 
la sélections de parents exempts de récepteur F4R (Zhang, 2014 ; Fairbrother et al, 2005), et la 
neutralisation des toxines produites par ETEC (Xia et al, 2015).  
L’utilisation de bactériophages contre ETEC a été démontrée comme possible, mais  il y a un 
potentiel, même minime, de sélectionner des mutants résistants en exposant ETEC aux phages. 
Le plus grand frein au développement de phages contre ETEC reste la possibilité que ceux-ci 
transfèrent des gènes de virulence ou encore de résistance aux antibiotiques à d’autres souches 
bactériennes (Fairbrother et al, 2005).Comme la susceptibilité à la maladie est principalement 
due à la présence du récepteur F4R à la surface des cellules épithéliales intestinales, certains 
porcs chez qui ce récepteur est absent ont été reproduits ensemble pour créer des porcelets 
non-susceptibles à ETEC F4+. Par contre, ces études sont récentes et ont déjà rapporté une 
corrélation suggérant que les porcelets sensibles à la DPS ont une meilleure croissance 
générale, ainsi que la possibilité de co-sélection involontaire d’autres traits indésirables 
(Zhang, 2014 ; Fairbrother et al, 2005).Certaines études s'attardent aussi à la neutralisation des 
toxines produites par ETEC après sa colonisation. Par exemple, en exprimant une variante de 
la lacto-N-neotraose chez une autre bactérie, permettant ainsi de neutraliser en grande partie 
de l'activité de la toxine LT (Xia et al, 2015). Par contre, les études de neutralisations des 
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toxines sont moins nombreuses, probablement parce qu'elles ne mènent pas directement à 
l'éradication d'ETEC dans l'intestin. 
1.5 Développement du vaccin oral à l’étude 
1.5.1 Production de la protéine rFaeGntd/dsc 
La production d’une protéine FaeG recombinante a été évaluée pour la méthode utilisant les 
bactéries et celle utilisant les plantes (Kolotilin et al, 2012). Les études utilisant les bactéries 
ont révélés que la la protéine FaeG produite dans E. coli se retrouve sous forme insoluble, peu 
stable, et inactive dans les corps d’inclusion, et nécessite des manipulations subséquentes pour 
atteindre la conformation fonctionnelle caractéristique des fimbriae F4 (Yahong et al, 2006 ; 
Verdonck et al, 2004). 
Les études utilisant la transformation des plants de tabac pour produire le FaeG recombinant 
ont démontrés que le chloroplaste était un environnement propice à l’accumulation de jusqu’à 
1% de protéines FaeG recombinantes solubles, stables et assemblées spontanément en dimères 
(Huang et al, 2003 ; Verdonck et al, 2004; Van Molle et al, 2007 ; Kolotilin et al, 2014). Il est 
également possible d’augmenter cette accumulation jusqu’à 40% chez des plantes à plastome 
transformé (transplastomiques), sans atteindre des coûts aussi élevés que ceux de la méthode 
bactérienne (Kolotilin et al, 2012 et 2014). Ce précédent motiva l’utilisation du plant de tabac 
pour le présent projet. 
Afin de développer une approche sécuritaire pour la vaccination orale contre la DPS chez le 
porc, le laboratoire de Rima Menassa a choisi de produire une variante recombinante la 
protéine FaeG dans des plants de tabac transgéniques. Cette protéine FaeG recombinante, 
délétée de son N-terminal et complétée par un brin donneur (rFaeGntd/dsc), fut exprimée dans 
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les chloroplastes afin de profiter d’une forte production de protéines non-glycosylées, qui ne 
permettent pas l’ajout de glycans (carbohydrates) allergènes et favorisent l’expression de 
protéines d’origine procaryote (Kolotilin et al, 2012). Cette construction fut développée après 
une caractérisation de la structure cristalline de dimères de FaeG recombinants assemblés 
spontanément dans les chloroplastes de plants de tabac transformés. La délétion du N-terminal 
permit ainsi à la protéine de se replier en un rFaeG monomérique stable et soluble. Ce 
repliement fut possible grâce au brin donneur qui permit la liaison au C-terminal du rFaeG. 
Pour transformer les plants, un vecteur d’expression pJJJ109 fut d’abord utilisé pour 
transporter un clone rfaeGntd/dsc construit à partir d’une variante du fimbriae F4ad, et couplé au 
peptide de transition ciblant le chloroplaste issu de la petite sous-unité RUBISCO (Kolotilin et 
al, 2012). Pour réaliser l’expression transitoire, ce vecteur fut incorporé à une souche 
d’Agrobacterium par électroporation, avant d’utiliser cette bactérie transformée pour infiltrer 
les feuilles de plants de tabac Nicotiana benthamiana (Joensuu et al, 2010 ; Kolotilin et al, 
2014). Cette étape permit de vérifier la construction du clone rfaeGntd/dsc.  
Un vecteur de transformation du chloroplaste (pCT) fut ensuite utilisé pour insérer le gène 
rfaeGntd/dsc dans les chloroplastes de la plante, et ainsi assurer une transmission maternelle 
future. Pour ce faire, le gène fut amplifié à partir du vecteur d’expression PJJJ109 avec les 
amorces rFaeG-NheI-F et rFaeG-NotI-R, dont la fonction était d’ajouter les sites de restriction 
Nhe I et Not I pour la suite du clonage (Kolotilin et al, 2012). Ces sites de restriction furent 
ensuite utilisés pour cliver la séquence et l’intégrer dans le vecteur pCT pré-coupé, produisant 
ainsi pCT-rFaeGntd/dsc (Figure 6). Le gène de résistance à la spectinomycine (aadA) fut 
également ajouté dans le processus afin de permettre la sélection subséquente des plants 
transformés.  
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Figure 6. Schéma du vecteur de transformation pCT-rFaeGntd/dsc et de son homologue 
sauvage (Adapté de Kolotilin 2012) 
L’introduction de pCT-rFaeGntd/dsc dans les plants de tabac s’effectua par bombardement 
biolistique, suivit de 3 cycles de régénération sur un milieu supplémenté en spectinomycine. 
L’homoplastomie des clones dans les plants fut finalement confirmée par immunobuvardage 
Southern (Kolotilin et al, 2012). 
Une fois les plants développés, l’extraction des protéines recombinantes s’effectua par 
homogénéisation des feuilles de tabac dans un appareil à lyse de tissus de Qiagen. 
L’échantillon fut ensuite vortexé avec le tampon d’extraction avant d’être purifié en deux 
étapes. L’extrait fut d’abord clarifié par acidification jusqu’à pH 2,0 afin de précipiter les 
protéines endogènes à la plante. Après centrifugation, le surnageant fut rééquilibré à pH 7,4. 
Ensuite, le rFaeGntd/dsc contenu dans le surnageant fut purifié par chromatographie d'affinité 
sur ions métalliques immobilisés (IMAC) sur colonne His-TrapTM (GE, Healthcare, États-
Unis). La quantification subséquente du rFaeGntd/dsc extrait et purifié fut effectuée par 
densitométrie sur SDS-PAGE, et le degré de pureté du produit fut évalué par 
immunobuvardage (Kolotilin et al, 2012). 
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1.5.2 Encapsulations 
La faible quantité de vaccins oraux développés actuellement est attribuable à plusieurs facteurs 
tels que les conditions gastriques et intestinales qui peuvent dégrader ou inactiver le vaccin et 
la nécessité pour ce dernier d’être absorbé dans la muqueuse intestinale et présenté aux 
cellules appropriées (Melkebeek et al, 2013 ; Simerska et al, 2009). La protection d’une 
protéine immunogénique contre la dégradation et l’inactivation par le pH gastrique et les 
différentes enzymes gastriques et du début du duodénum a des effets bénéfiques sur sa 
capacité à atteindre les cellules épithéliales intestinales (Melkebeek et al, 2013).  
Plusieurs types d’encapsulations ont donc été étudiés afin de permettre aux différents types de 
vaccins développés d’atteindre le jéjunum et l’iléon (Melkebeek et al, 2013 ; Giroux et al, 
2013 ; Simerska et al, 2009). Parmis eux, une formulation de comprimé de carboxyméthyl 
amidon riche en amylose permit d’observer une meilleure survie des E. coli F4+, ainsi qu’une 
meilleure stabilité du fimbriae F4 complet suite à leur passage dans une simulation de fluide 
gastrique (Calinescu et al, 2005 ; Calinescu et al, 2007). La β-lactoglobuline succinylée, en 
plus d’être abordable, a également permis d’induire une libération contrôlée de protéines 
actives et de probiotiques dans l’intestin porcin. La succinylation a même démontré être un 
aspect nécesssaire de la formulation par son action émulsifiante qui ajoute à la capacité de la 
molécule ou du probiotique d’être libéré seulement après son passage dans l’estomac 
(Paquette et al, 2013, Thèse). Les vaccins utilisant des protéines solubles dans l’eau peuvent 
également être encapsulés en émulsion double eau-huile-eau afin de les protéger efficacement 
des conditions gastriques. Leur contenu sera ensuite libéré dans l’intestin grêle sous l’action 
des différentes enzymes digestives qui permettront à la phase aqueuse interne contenant la 
protéine d’être libérée de l’émulsion (Giroux et al, 2013). Les recherches utilisant les 
nanotechnologies ou la microencapsulation ont également produit des vaccins capables de 
passer la barrière gastrique. Les nanoparticules, par exemple, améliorent la stabilité des 
protéines qu’elles transportent contre les protéases. La combinaison d’une protéine à une 
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microcapsule, quant à elle, permet même, entre autres, de cibler les cellules M et d’assurer une 
libération contrôlée nécessitant une dose moins importante (Simerska et al, 2009). 
1.6 Hypothèses et objectifs de l’étude 
L’hypothèse de  cette étude, est que l’immunisation par voie orale et intramusculaire (IM) 
avec la protéine rFaeGntd/dsc (rFaeG) induit une réponse immunitaire mucosale et systémique 
dirigée spécifiquement contre le fimbriae F4 qui aura le potentiel de protéger les porcelets 
sevrés contre une souche ETEC F4-positive.  
Pour évaluer la capacité du vaccin oral à base de plant de tabac à induire une réponse 
immunitaire protectrice, trois objectifs d’évaluation ont été mis en place lors de la dernière 
phase animale, décrite au prochain chapitre. 
Le premier objectif était d’évaluer le potentiel de l’immunisation orale avec la protéine rFaeG 
à stimuler une réponse immunitaire intestinale et systémique de type humoral et cellulaire. Il 
fut appliqué en est comparant différents traitements entre eux afin de déterminer l’effet du 
vaccin oral. 
Le deuxième objectif était d’évaluer le potentiel d’injections IM de rFaeG purifié à stimuler la 
réponse immunitaire intestinale et systémique. Comparer l’efficacité d’injections par rapport 
au vaccin oral permet ainsi de confirmer la capacité immunogénique de la protéine 
transgénique en soi, peu importe son mode de livraison.  
Le troisième et dernier objectif était d’évaluer deux différentes procédures d’immunisation 
orale afin d’optimiser le développement d’une protection immunitaire efficace contre ETEC 
chez les porcelets. Il est ainsi possible de déterminer si l’âge auquel les porcelets sont 
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immunisés influence la réaction immunitaire développée, et plus particulièrement s’il est 
possible de développer une réponse spécifique notable chez des porcelets encore en lactation.  
52 
 
CHAPITRE 2  
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Deux phases animales préliminaires ont été prévues au projet, en plus d’une phase animale 
finale constituant le cœur de mon projet de maîtrise. Chronologiquement, 45 animaux ont été 
utilisés lors de la première phase préliminaire, 15 lors du deuxième préliminaire, et 79 lors de 
la phase animale finale. Dans le présent chapitre, les différents objectifs, méthodes et types 
d’analyses effectuées seront décrits selon l’ordre chronologique des trois phases animales du 
projet. Certaines expérimentations ont été répétées d’une phase à l’autre sans changement au 
protocole, et seront donc référées à leur première description lorsque nécessaire dans le but 
d’alléger le texte. 
2.1 Évaluation de différentes doses de vaccination orale de rFaeGntd/dsc sur la réponse 
immunitaire intestinale et systémique du porcelet.  
2.1.1 Hypothèses et objectifs de l’essai 
L’hypothèse de cette première phase préliminaire était que des immunisations par voie orale 
de rFaeG encapsulé induisent une réponse immunitaire mucosale et systémique dirigée 
spécifiquement contre le rFaeG chez le porcelet. Pour ce faire, deux doses orales d’émulsion et 
de comprimés, en plus d’un groupe témoin, ont été analysés pour leur réponse immunitaire 
mucosale et systémique. Les objectifs étaient donc de déterminer la réponse en anticorps IgA 
et IgG, respectivements dans les muqueuses iléales et jéjunales et dans le sérum sanguin, et de 
déterminer l’activation des lymphocytes sanguins et des lymphocytes des ganglions 
mésentériques par essai de prolifération lymphocytaire. 
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2.1.2 Méthodologie  
2.1.2.1 Encapsulations 
Dans le cadre du projet, deux méthodes d’encapsulations provenant de différents laboratoires 
ont d’abord été évaluées. Des comprimés de β-lactoglobuline ainsi qu’une double émulsion 
eau-huile-eau ont été produits respectivements à Québec dans le laboratoire de Romain 
Caillard et à Saint-Hyacinthe dans le laboratoire de Michel Britten. 
Pour fabriquer les comprimés, 0, 1,5 ou 15 mg d’extrait de tabac transgénique exprimant 
rFaeG produit par le laboratoire de Rima Menassa fut lyophilisé, et incorporé à 250-300mg de 
β-lactoglobuline succinylée (β-Lg) par comprimé à produire. Les mélanges furent ensuite mis 
pressé par 2,5 tonnes métriques de pression pour leur donner leur forme solide finale. La β-Lg 
permet de protéger la protéine rFaeG contre les conditions gastriques et les molécules 
bioactives de l’intestin, tout en étant un véhicule naturel. (Paquette, 2013, Thèse) Les 
comprimés ont ensuite été conservés à 4°C jusqu’aux immunisations. 
La préparation des émulsions double s’est effectuée en utilisant une phase aqueuse interne 
d’extrait de tabac transgénique ou non et d’eau, une phase d’huile de beurre contenant 8% de 
polyglycérol polyricinoléate (PGPR), et une phase aqueuse externe de lait écrémé. Le PGPR 
est un émulsifiant lipophile largement utilisé pour son efficacité dans les doubles émulsions 
(Giroux et al, 2013). Le lait écrémé est utilisé en phase externe pour ses protéines 
émulsifiantes hydrophiles, comme la caséinate de sodium (NaCN) ou encore l’albumine de 
sérum bovin, qui ont également la capacité de stabiliser la surface externe de l’émulsion. 
(Giroux et al, 2013) La préparation de l’émulsion est faite en deux étapes ; d’abord la 
constitution d’une émulsion primaire avec la phase aqueuse interne et la phase d’huile, et 
ensuite, une émulsification secondaire de cette émulsion avec la phase aqueuse externe, dans 
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des ratios respectifs de 0,35 et 0,65, pour constituer la double émulsion. L’émulsion a ensuite 
été lyophilisée et conservée à -20°C jusqu’aux immunisations.  
2.1.2.2 Sélection des porcelets 
À l’été 2014, 17 truies Landrace-Yorkshire provenant du troupeau du Centre de Recherche et 
Développement sur le Bovin Laitier et le Porc (CRDBLP; Sherbrooke, Québec), ont été 
inséminées avec des semences de verrat certifiées Duroc (CIPQ Inc., St-Lambert, Québec, 
Canada). Ces truies ont été préalablement génotypées par PCR pour la présence du gène 
Mucine 4, ou MUC4, (Code d’accession Genbank : GU983681 ; Mucin4-F : 5’-
CACTCTGCCGTTCTCTTTCC-3’ ; Mucin4-R : 5’-GTGCCTTGGGTGAGAGGTTA-3’) 
codant pour le récepteur F4 (F4R). Seules les 12 truies F4R +/+ (homozygotes) ainsi que 5 
truies F4R +/- (hétérozygotes) ont été inséminées et conservées pour la phase animale finale. 
Plus de 200 porcelets sont nés le 14 octobre 2014. Les porcelets issus de truies homozygotes 
ont été génotypés à raison de 4 porcelets par portée, afin de s’assurer du statut F4R, qui devait 
être au minimum hétérozygote. Les 5 portées issues de truies hétérozygotes ont été génotypées 
en entier pour conserver que les porcelets exprimant F4R. Les génotypes obtenus ont permis 
de suggérer que les semences de verrat étaient F4R -/-, et il a été possible de choisir 30 
porcelets F4R +/-  issus de truies homozygotes positives. 
2.1.2.3 Logement, sevrage et traitements expérimentaux  
Pour la mise-bas, les truies ont été transférées dans la section pouponnière du complexe porcin 
et logées dans des parcs conçus pour réduire les risques d’écrasement des porcelets nouveaux-
nés. Elles étaient alimentées selon la régie du troupeau en vigueur au complexe porcin pour 
des truies en fin de gestation et en lactation. Ces parcs ont été utilisés ainsi jusqu’au sevrage 
des porcelets, à 20-21 jours d’âge. 
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Lors de leur sevrage, les 30 porcelets F4R+/- sélectionnés ont été placés en groupe de 10 dans 
trois parquets différents selon le traitement qu’ils recevraient. Les groupes de traitements 
furent toujours constitués de porcelets de poids, sexes, et portées différentes pour assurer une 
représentation immunitaire variée dans chaque groupe. Les trois traitements utilisés dans le 
cadre de la première phase préliminaire se sont déclinés selon un effet dose : 0mg de rFaeG 
(Témoin, extrait de tabac non-transgénique), 2,5mg de rFaeG (1,5 mg en comprimé + 1,0 mg 
en émulsion), et 25mg (15mg en comprimé + 10mg en émulsion). Suite au sevrage, les 
porcelets ont eu accès à la nourriture et à l’eau ad libitum, et n’ont pas été changés de parquets 
jusqu’à leur abattage. 
2.1.2.4 Protocole d’immunisation et échantillonnage 
Le premier groupe de traitement (témoin) a reçu un comprimé de β-lactoglobulin avec extrait 
de tabac non-trangénique ainsi que 1,33g de l’émulsion de ce même extrait de tabac (0 mg de 
rFaeG) reconstituée dans 5 ml d’eau nanopure. Le deuxième groupe (2,5 mg) recevait un 
comprimé de β-lactoglobulin avec l’extrait de tabac contenant 1,5 mg de rFaeG, ainsi qu’une 
émulsion de l’extrait de tabac contenant 1,0 mg de rFaeG et reconstituée dans 4 ml d’eau 
nanopure. Le troisième groupe de traitement (25 mg) a reçu le comprimé contenant 15 mg de 
rFaeG, et l’émulsion de 10 mg de rFaeG, reconstituée dans 5 ml d’eau. 
Chaque animal a été gavé à 5 reprises, selon le calendrier de cette phase animale (Figure 7) 
ainsi que selon le groupe de traitement du porcelet. Ces gavages oraux furent répartis en deux 
phases, respectivement de trois et de deux jours consécutifs, suivant le sevrage, et une semaine 
plus tard. Les animaux ont été abattus à J42, après avoir reçu une dose rappel de 1,5 mg de 
rFaeG sous forme de comprimé, même pour les porcelets du groupe témoin.  
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Figure 7. Calendrier d’administration des traitements aux porcelets lors de la première 
phase préliminaire.  
2.1.2.5 Sacrifices et prélèvement d’échantillons  
Des prélèvements sanguins ont été faits aux jours 0, 12, et 19 post-immunisation pour mesurer 
la réponse en anticorps. Les porcelets ont étés sacrifiés à 42 jours d’âge pour faire des 
prélèvements de sang, de ganglions mésentériques et d’intestin. Le sacrifice des animaux fut 
effectué selon le protocole approuvé par le Comité interne de protection des animaux (CIPA) 
du CRDBLP, incluant donc une injection de Stresnil© suivie d’un abattage par assommement.  
Afin d’évaluer la réponse proliférative des lymphocytes sanguins, une prise de sang complet a 
été effectuée sur chaque porcelet avant l’abattage. Suivant la mort de chaque animal, le tractus 
gastro-intestinal a été extrait afin d’en prélever des échantillons de ganglion mésentérique, 
d’iléon, et de jéjunum. Les échantillons de muqueuses iléales et jéjunales furent extraits après 
J0
• Naissance
J20
• Sevrage
J22-
23-24
• 1ere phase d'immunisation orale 
(1 dose/jour/porcelet selon le traitement)
J34-35
• 2e phase d'immunisation orale 
(1 dose/jour/porcelet selon le traitement)
J41
• Dose rappel (1 comprimé 1,5mg/porc)
J42
• Sacrifices
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le sacrifice des animaux en grattant doucement avec une lame de verre, sur une dizaine de 
centimètres, la surface de l’intérieur de l’intestin à ces niveaux. 
2.1.3 Analyses effectuées 
2.1.3.4 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
Afin de déterminer la production d’anticorps spécifiques contre rFaeG induite par les 
immunisations orales, la méthode d’ELISA indirecte fut utilisée pour les quantifier dans le 
sang ainsi que dans les muqueuses iléales et jéjunales. Pour les échantillons de sérum sanguin, 
le sérum fut extrait des échantillons à 0, 12, et 19 jours post-immunisation (PI) afin de 
déterminer le niveau de production d’IgG anti-rFaeG dans le temps. Les IgG furent quantifiés 
car ils constituent le type d’immunoglobuline majeur retrouvé au niveau sanguin chez les 
porcelets (Kaveri, 2012).  Les IgA furent quantifiés dans les muqueuses iléales et jéjunales car 
celles-ci constituent l’une des premières réponses immunologiques intestinales contre ETEC 
(Perez-Lopez et al, 2016).  
Pour faire les ELISA, une plaque 96 puits (Nunc Maxisorp #430341) contenant 100 μl/puits de 
rFaeG purifié à 88 % et dilué à 8,0 μg/ml dans un tampon de revêtement fut d’abord incubée 
toute la nuit à 4°Cet furent ajoutés.  Le tampon de revêtement utilisé est  composé de 
carbonate-bicarbonate 0,05M et est employé pour les ELISA avec les protéines 
recombinantes. Son pH de 9,6 est éloigné du point isoélectrique de la majorité des protéines et 
permet de bien charger ces protéines ce qui favorise leur adhésion au plastique de la plaque. 
Entre chaque étape subséquente, la plaque fut lavée 4 fois avec le tampon de lavage (solution 
saline tamponnée au phosphate (PBS) + 0,05% Tween20). 
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Une solution de blocage à 1% d’albumine sérique bovine fut ensuite utilisée afin d’éviter les 
liaisons non-spécifiques entre les autres protéines du sérum non-recherchées et la plaque. La 
plaque fut donc incubée 1 heure à 37°C avec 300 μl/puits de la solution de blocage. Les 
échantillons de sérum dilués avec le tampon de dilution furent ensuite chargés à raison de 100 
μl/puits, puis agités légèrement pour répartir le sérum avant de laisser la plaquer incuber à 
température pièce (TP) durant 4 heures. Suivant cette étape, et selon l’anticorps à doser, les 
anticorps secondaires furent dilués (1 :10 000 pour l’anticorps anti-IgA de porc, 1 : 50 000 
pour l’anticorps anti-IgG de porc, 1 : 40 000 pour l’anticorps anti-IgM de porc) et furent 
chargés 100 μl/puits avant d’être incubés 1 heure à TP. 
Avant la révélation, les plaques furent lavées 5 fois avec le tampon de lavage. Le substrat de 
révélation (TMB 2 component system : Kirkegaard #50-76-00) fut ensuite préparé et ajouté à 
raison de 100μl/puits. Le temps de révélation était uniformisé, mais propre à chaque anticorps, 
et l’acide sulfurique (H2SO4) 2N fut utilisé pour arrêter la réaction. La lecture s’effectua 
ensuite à 450 et à 690 nm. 
2.1.3.5 Essais de prolifération lymphocytaire  
Afin de procéder aux essais de stimulation de la prolifération lymphocytaire, les cellules 
mononucléées sanguines (CMS) ainsi que les lymphocytes issus de ganglions mésentériques 
(MLN) ont été extraits suivant le sacrifice des animaux. Lors de cette phase animale, les 
proliférations cellulaires furent réalisées sur les CMS et les lymphocytes de MLN pour établir 
la réponse lymphocytaire systémique et mucosale. Deux concentrations de rFaeG furent 
utilisées pour stimuler les cellules, afin de déterminer la concentration optimale.  
Afin d’isoler les CMS des autres cellules et des plaquettes contenues dans les échantillons de 
sang complet, la méthode de séparation par gradient de Ficoll (GE Healthcare lifesciences /cat. 
no˚: 17-1440-02) fut utilisée en conditions stériles. Jusqu’à 20 mL de sang fut déposé 
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précautionneusement sur 15mL de Ficoll afin de conserver les produits en deux phases 
séparées. Les tubes furent ensuite centrifugés 40 minutes à TP, à 800 x g sans frein. L’anneau 
de CMS fut récolté et ajouté à 30-35 mL de HBSS Stérile sans Ca2+ et Mg2+ (WISENT 311-
512CL) avant d’être centrifugé à nouveau 8 minutes à 500 x g. Le culot obtenu fut soumis à 
une lyse des érythrocytes à l’aide d’eau nanopure stérile, et la réaction fut arrêtée à 12 
secondes avec du HBSS 10X stérile sans Ca2+ et Mg2+ (Gibco BRL Life Technologies/ cat. 
no˚: 14185-045). Après une centrifugation de 5 minutes à 300 x g, le surnageant était enlevé 
du tube et la présence d’érythrocytes était évaluée dans le culot. Une deuxième lyse était 
effectuée au besoin avant de passer au compte des cellules. Un compte de cellules fut effectué 
avec le bleu de Trypan, et la concentration de cellules sur laquelle les calculs de dilutions 
furent effectués fut la concentration de cellules viables à plus de 75%. Les cellules étaient 
diluées à 1 x106 cellules/mL dans du RPMI complet et 200 µl était ajouté par puits. 
L’isolement des lymphocytes de MLN était différent en cela qu’il nécessitait tout d’abord de 
presser les ganglions séparément dans le HBSS 1X (Life Technologies #14175—095) afin d’en 
extraire les lymphocytes et de retirer le gras. Pour solubiliser le plus possible les lymphocytes, 
le produit du pressage était ensuite passé plusieurs fois dans une seringue de 5 mL sans 
aiguille. Après avoir laissé reposer la solution, le surnageant était transféré sur le Ficoll et le 
reste du protocole était identique à celui de l’isolement des CMS, sans avoir à effectuer de lyse 
des érythrocytes. 
La stimulation des lymphocytes ainsi mis en plaque de culture 96 puits fut effectuée en 
triplicata avec le rFaeG purifié, la concavalinA (ConA), et sans stimulation, en plus d’avec un 
fimbriae F4 d’origine bactérienne pour les CMS. Une concentration finale de 25 μg/mL finale 
était recherchée pour un ajout de 13,5μl de rFaeG ou de fimbriae F4 dans 200 μl de cellules, 
pour une incubation de 5 jours à 37°C + 5% CO2 avec ajout de Bromodeoxyuridine (BrdU : 
EMD #QIA59) 18-24 heures avant la fin de l’incubation. Suivant le même calcul, une 
concentration finale de 100 μg/mL de rFaeG fut également ajoutée dans 200 μl de cellules 
pour la même incubation. Pour la ConA, la concentration finale était de 5 μg/mL, pour une 
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incubation de 3 jours à 37°C  + 5% CO2 avec ajout de BrdU 18-24 heures avant la fin. 
La mesure des échantillons s’est faite par spectroscopie selon le protocole fourni avec le kit de 
BrdU (Calbiochem : cat. no˚. QIA58). Le BrdU ajouté préalablement fut donc retiré en 
centrifugeant d’abord les plaques pendant 10 minutes à 300 x g avant de retourner les plaques 
pour les vider. La solution de fixation dénaturante du kit fut ajoutée pour une incubation de 30 
minutes à TP afin de permettre l’entrée des anticorps. L’anticorps anti-BrdU 100x fut ensuite 
dilué et ajouté à raison de 100 µl par puits pour 1 heure à TP. Les puits furent lavés à trois 
reprises avec le tampon de lavage fourni par la compagnie. L’anticorps conjugué IgG HRP de 
chèvre anti-souris fut dilué 1 : 1000 et ajouté pour 30 min à TP, à hauteur de 100 µl/puits. Les 
puits furent encore lavés à trois reprises avec le tampon de lavage. La plaque entière fut 
ensuite rincée doucement à l’eau distillée puis égouttée avant la   révélation. Pour la 
révélation, 100 µl de substrat de révélation provenant du kit fut ajouté à chaque puits pour une 
incubation précise de 15 minutes dans le noir. La solution stop fut ensuite ajoutée et la plaque 
fut lue à 450-540 nm au spectrophotomètre. 
2.2 Évaluation de différentes doses d’injections intramusculaires avec rFaeGntd/dsc à 
induire une immunité systémique chez les porcelets. 
2.2.1 Introduction et objectifs 
Suivant la première phase préliminaire, cette deuxième phase animale à l’hiver 2015 testa 
l’hypothèse selon laquelle rFaeG a le potentiel d’induire une forte réponse immunitaire chez 
les porcelets par injections IM. Il était attendu ici que la réponse immunitaire développée 
serait plutôt systémique. Trois doses d’injections IM ont donc été évaluées afin de déterminer 
la dose optimale, et les analyses subséquentes ont été effectuées sur le sang et les lymphocytes 
sanguins, respectivement par dosage d’anticorps spécifiques et par essai de prolifération 
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lymphocytaire. Le but final était donc de déterminer la dose d’injection IM optimale à utiliser 
lors de la dernière phase animale.  
2.2.2 Méthodologie  
2.2.2.1 Préparation des injections 
L’extrait de tabac purifié par IMAC et non-encapsulé fut reçu sous forme lyophilisée. 
L’échantillon fut reconstitué à 4 mg/mL dans du PBS stérile en le laissant 2 heures à 4°C, et 
passé dans un filtre stérile de 0,2 µM (SARSTEDT : cat. no˚. 83.1826.001). Cette solution 
stock fut aliquotée et conservée à -20°C. 
La préparation des seringues eu lieu en conditions stériles. La solution stock fut diluée dans le 
PBS en fonction de la concentration de rFaeG finale à administer (0,1, 0,5 ou 1,0 mg) et ajouté 
dans une seringue de 10 mL en quantité inférieure ou égale à 4mL. L’adjuvant incomplet de 
Freund (AIF) (Sigma : cat. no˚. F5506) fut ajouté en volume égal dans une autre seringue de 
10 mL et les deux seringues furent connectées à une bague à émulsion (VWR : cat. no˚. 
20068-552). La solution de rFaeG fut poussée dans l’AIF, créant une émulsion, et cette 
solution fut mélangée en passant la solution d’une seringue à l’autre à travers la bague jusqu’à 
stabilisation de l’émulsion. L’émulsion stable obtenue fut répartie à raison de 500 µl par 
seringue de 3 mL pour correspondre à une dose, une aiguille de 22 gauge fut placée au bout de 
la seringue, et les doses ainsi préparées furent conservées sur glace jusqu’aux injections. Les 
doses d’injections furent préparées dans l’heure précédant leur administration.  
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2.2.2.2 Sélection des porcelets 
La même méthode d’insémination a été appliquée lors de la deuxième phase animale 
préliminaire que lors de la première phase préliminaire, où les truies ont mis bas le 14 avril 
2015. Par contre, la nature de cette deuxième phase n’a pas suscité les mêmes tests de 
détermination du statut F4R des porcelets. Les quinze porcelets ont donc été sélectionnés dans 
2 portées, indépendamment de leur génotype, et répartis ensuite en trois groupes de traitement.  
2.2.2.3 Logement, sevrage et traitements expérimentaux  
Comme lors de la première phase préliminaire, les animaux ont été hébergés au CRDBLP et 
les truies ont mis bas en parc réduisant leur amplitude de mouvement, avec accès ad libitum à 
la nourriture et à l’eau. Le sevrage des porcelets a eu lieu à 21 jours d’âge, et les animaux ont 
été subséquemment divisés en trois parquets de 5 porcelets chacun. Les trois groupes de 
traitements utilisés dans le cadre de l’expérience ont été montés selon un effet de dose IM, 
soit : 0,1mg, 0,5mg, et 1,0mg de rFaeG purifié injecté intramusculairement. 
2.2.2.4 Protocole d’immunisation et échantillonnage 
À l’hiver 2015, les animaux n’ont reçu que des injections IM dans le cou, et à deux reprises 
(Figure 8). Toutes les doses ont été diluées dans le PBS et les injections ont été préparées avec 
l’Adjuvant incomplet de freund (Sigma : cat. no˚. F5506). Des seringues de 3 mL ont été 
utilisées avec des aiguilles de 22 gauges, en accord avec le complexe porcin du CRDBLP. 
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Figure 8. Calendrier d’administration des traitements aux porcelets lors de la deuxième 
phase préliminaire. 
Les animaux ont reçu une injection IM à 14 jours d’âge, avant le sevrage, et à 28 jours d’âge, 
après le sevrage. Le sacrifice des animaux n’a pas été nécessaire pour effectuer les analyses 
nécessaires à la détermination de la dose d’injection à administrer lors de la dernière phase 
animale. Des prises de sang ont été effectuées à J14, J28 et J35, et des prises de sang et de 
sang complet ont été effectuées à J42 afin de compléter les analyses. 
2.2.3 Analyses effectuées 
2.2.3.1 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
Lors de cette deuxième phase préliminaire seule la production d’IgG sanguins anti-rFaeG fut 
évaluée, vu la nature systémique de l’injection IM. La production d’IgG a pu être évaluée dans 
le temps grâce aux échantillons de sérums extraits aux jours 0, 14, 21 et 28 PI. 
J0
• Naissance
J14
• 1ere injection IM (dose 
selon le traitement)
J21
• Sevrage
J28
• 2e injection IM
(dose selon le traitement)
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Les dosages d’anticorps réalisés à la deuxième phase animale préliminaire ont été effectués 
selon le même protocole que lors de la première phase animale préliminaire (Voir Chapitre II 
– Section 2.1.3.4 Dosages d’anticorps anti-rFaeG). 
2.2.3.2 Essais de prolifération lymphocytaire 
Suivant la même idée que pour les dosages d’anticorps, l’essai de prolifération lymphocytaire 
n’eut lieu que sur les CMS lors de la deuxième phase préliminaire. Une prise de sang complet 
eu lieu à J42 d’âge, 14 jours suivant la dernière injection IM. Trois doses de stimulations au 
rFaeG furent testées en réponse aux résultats des essais de prolifération réalisés lors de la 
première phase animale, respectivement 10, 25 et 50 µg/mL. Puisqu’il était possible d’y avoir 
atteint une portion plateau de la courbe de marquage, une concentration de rFaeG purifié plus 
basse (10 µg/mL) ainsi qu’une concentration plus haute (50 µg/mL) servirent à déterminer 
plus en détail l’endroit de la courbe de marquage où se trouve la réponse proliférative à 25 
µg/mL de rFaeG. Le but était ainsi de déterminer la concentration optimale pour une induction 
in vitro de la prolifération des lymphocytes prélevés chez les porcelets ayant reçu des 
injections IM de rFaeG. 
Les essais de proliférations lymphocytaires effectués lors de la deuxième phase animale ont 
donc été réalisées selon le protocole de la première phase animale préliminaire (Voir Chapitre 
II – Section 2.1.3.5 Essais de prolifération lymphocytaire), à l’exception que seules les CMS 
ont été évaluées. 
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2.3 Évaluation du potentiel de différents protocoles d'immunisation par voie orale et par 
injection avec rFaeGntd/dsc  à induire une réponse immunitaire mucosale et systémique 
chez les porcelets. 
2.3.1 Hypothèses et objectifs de l’essai 
L’hypothèse de la dernière phase animale était qu’une immunité mucosale et systémique est 
développée par les porcelets lors de la combinaison d’immunisation orales et IM, protégeant 
ces derniers contre ETEC causant la DPS. Contrairement aux deux premières phases animales, 
la troisième phase animale au printemps 2015 a testé les doses orales en tandem avec les 
injections, selon trois objectifs reflétant les trois facteurs en jeu. Ces trois facteurs étaient la 
dose d’émulsion orale de rFaeG, la présence d’une injection IM de rFaeG purifié, et le 
protocole d’immunisation oral appliqué.  
Cette phase animale finale avait donc pour but d’évaluer le potentiel de la protéine rFaeG à 
induire une immunité mucosale et systémique selon la dose orale reçue, le protocole oral, et la 
présence d’une injection IM. Les mesures effectuées pour évaluer la réponse immunitaire en 
lien avec l’hypothèse furent de déterminer la réponse d’anticorps spécifiques IgG, IgA et IgM, 
évaluer l’activation des lymphocytes sanguins et des ganglions mésentériques, ainsi que de 
mesurer l’expression de différents gènes. 
2.3.2 Méthodologie  
2.3.2.1 Encapsulations et préparation des injections 
L’encapsulation utilisée lors de la dernière phase a été préparée selon le même procédé que 
celui de la première phase animale (Voir Chapitre II – Section 2.1.2.1 Encapsulations), à 
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l’exception que seule l’émulsion double eau-huile-eau fut utilisée. Le même lot d’émulsion 
que la première phase fut utilisé jusqu’à son épuisement avant d’entamer le deuxième lot. 
Les injections furent préparées selon la méthode utilisée lors de la deuxième phase animale 
(Voir Chapitre II – Section 2.2.2.1 Préparation des injections) en utilisant une concentration 
finale d’injection à 0,5 mg de rFaeG dans 500 µL. 
2.3.2.2 Sélection des porcelets 
Pour la dernière phase animale, les mêmestruies sélectionnées lors de la première phase 
animale furent réinséminées dès la fin de cette dernière (Voir Chapitre II – Section 2.1.2.2 
Sélection des porcelets). Plus de 230 porcelets sont nés le 13 avril 2015 et ont été génotypés 
selon le même modèle que lors de la première phase animale, pour sélectionner 79 porcelets 
F4R +/- provenant de 10 des 12 truies inséminées. 
2.3.2.3 Logement, sevrage et traitements expérimentaux  
Comme lors des deux premières phases animales, les animaux ont été hébergés au CRDBLP, 
avec accès ad libitum à la nourriture et à l’eau, et ont été sevrés à 21 jours d’âge. Lors du 
sevrage, les porcelets ont été répartis selon leur groupe de traitement, ainsi que selon leur 
utilisation. Les 79 porcelets ont donc été divisés une première fois en un groupe de 25 
animaux destinés à aller à l’Université de Guelph (Guelph), et 54 animaux destinés à rester au 
CRDBLP de Sherbrooke (Sherbrooke). Les groupes de traitements furent encore une fois 
constitués de porcelets de poids, de sexes, et de portées différentes pour assurer une 
représentation immunitaire variée dans chaque groupe. Les porcelets de Guelph ont été divisés 
en 5 traitements de 5 animaux chacun, et les porcelets de Sherbrooke ont été divisés en 9 
groupes de traitement de 6 animaux chacun (Figure 9).  
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Figure 9. Répartition des porcelets selon leur traitement expérimental 
Dans le cadre de cette dernière phase animale, 9 traitements ont été utilisés afin de refléter les 
trois objectifs de l’étude. Deux protocoles oraux (PO1 et PO2), deux doses orales (2 et 10mg), 
ainsi qu’une injection (PBS ou 0,5mg de rFaeG purifié) ont donc servis à répartir les porcelets 
en 8 traitements, auxquels s’est ajouté un groupe témoin non-immunisé avec rFaeG (Tableau 
4).   
79 porcelets F4R+/-
Guelph : 25 porcelets
Traitement 1 : n = 5
Traitement 4 : n = 5
Traitement 5 : n = 5
Traitement 8 : n = 5
Traitement 9 : n = 5
Sherbrooke : 54 
porcelets
Traitement 1 : n = 6
Traitement 2 : n = 6
Traitement 3 : n = 6
Traitement 4 : n = 6
Traitement 5 : n = 6
Traitement 6 : n = 6
Traitement 7 : n = 6
Traitement 8 : n = 6
Traitement 9 : n = 6
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Tableau 4. Groupes de traitement expérimentaux utilisés dans la phase animale finale 
Traitement 
Protocole oral  
(jours d’âge) 
Dose orale  
(mg) 
Injection IM 
de rFaeG (mg) 
1 J14-15-21-22-23-28-29 0 0 
2 J14-15-21-22-23-28-29 2 0 
3 J14-15-21-22-23-28-29 2 0.5 
4 J14-15-21-22-23-28-29 10 0 
5 J14-15-21-22-23-28-29 10 0,5 
6 J21-22-23-28-29 2 0 
7 J21-22-23-28-29 2 0,5 
8 J21-22-23-28-29 10 0 
9 J21-22-23-28-29 10 0,5 
2.3.2.4 Protocole d’immunisation et échantillonnage 
Les protocoles PO1 et PO2 sont deux calendriers d’immunisation (Figure 10) différents, 
testant deux approches d’immunisation. Le premier protocole impliquait de débuter les 
immunisations orales avant le sevrage, alors que le deuxième débutait suivant le sevrage des 
animaux. Les différences s’arrêtent ici, puisque les injections IM ont été effectuées aux mêmes 
jours, indépendamment du protocole d’immunisation orale. 
Les injections IM ont été effectuées avec 0,5 mg de FaeG pur à 88%, dilué dans le PBS et 
préparé avec l’adjuvant incomplet de Freund. Cette concentration a été déterminée grâce à la 
phase préliminaire de l’hiver 2015, et la préparation et l’administration ont été effectuées selon 
le même protocole. 
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Figure 10. Calendrier d’administration des traitements aux porcelets lors de la troisième 
phase animale 
Les comprimés de β-Lg n’ont pas été utilisés pour l’immunisation des porcelets et conservés 
pour la dose de rappel pré-abattage. Les immunisations orales ont toutes été effectuées avec 
l’émulsion double de rFaeG, en ajustant la quantité d’émulsion à la dose de rFaeG nécessaire. 
Tel que décrit précédemment, un total de 25 animaux ont été envoyés à l’Université de Guelph 
après avoir reçu les immunisations. Ces animaux ont reçu les mêmes traitements et qualité de 
logement que leurs pairs du même groupe de traitement, et ont été envoyés à J35 par camion, 
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selon les recommandations du CIPA. L’équipe de l’Université de Guelph les recevant avait 
pour objectif d’effectuer un challenge sur ces porcelets avec une souche d’ETEC F4+ 
virulente afin de vérifier la capacité des immunisations à induire une protection. 
2.3.2.5 Sacrifices et prélèvement d’échantillons  
Le sacrifice des animaux fut effectué à J44 selon le protocole approuvé par le CIPA, du 
CRDBLP, incluant une injection de Stresnil© suivie d’un abattage par assommement.  
 Avant l’abattage, un prélèvement sanguin avec héparine comme anticoagulant pour le sang 
complet,ainsi qu’un prélèvement sans héparine pour obtenir le sérum ont été effectués sur 
chaque porcelet. Suivant la mort de chaque animal, le système intestinal a été extrait afin d’en 
prélever des échantillons destinés aux trois grandes analyses du projet. En plus du sang à 
séparer, les muqueuses de l’iléon et du jéjunum de chaque animal furent extraites pour les 
dosages d’anticorps. Les proliférations lymphocytaires furent effectuées sur les échantillons de 
sang complet, ainsi que sur des ganglions excisés lors des sacrifices. L’expression de gènes, 
quant à elle, requérait d’extraire d’autres échantillons de ganglion mésentérique et de 
muqueuse iléale pour chaque animal. 
2.3.3 Analyses effectuées 
2.3.3.1 Dosages d’anticorps anti-rFaeG 
Lors de la dernière phase animale, les anticorps ont été quantifiés pour la présence d’IgA, 
d’IgG et d’IgM, spécifiques contre rFaeG dans le sérum, ainsi que dans les muqueuses iléales 
et jéjunales. Les échantillons de sérum furent effectivement récoltés aux jours 0, 14, 21 et 30 
post-immunisation. Comme il fut établi précédemment qu’une immunité passive peut être 
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transmise par la mère (Morgan et al, 1978 ; Nguyen et al, 2015), la production d’anticorps 
anti-rFaeG dans le sérum fut évaluée dans le temps, par rapport au jour 0 PI. Cette méthode 
permit de comparer les niveaux d’anticorps atteints avec les immunisations de cette phase 
animale par rapport à ceux de la lactation. 
Les dosages d’anticorps réalisés à la dernière phase animale ont été effectués selon le même 
protocole que lors de la première phase animale (Voir Chapitre II – 1.3.4 Dosages d’anticorps 
anti-rFaeG). 
2.3.3.2 Prolifération lymphocytaire 
La réponse proliférative des CMS et des lymphocytes de MLNs fut évaluée en réponse au 
rFaeG suivant la dernière phase animale. Il fut ainsi possible de déterminer la réponse 
lymphocytaire induite par l’immunisation orale, ou par l’injection IM. Les phases animales 
précédentes permirent de déterminer qu’une stimulation avec 25 µg/mL de rFaeG purifié 
serait optimale. Cette concentration fut également utilisée pour la stimulation au fimbriae F4 
d’origine bactérienne, alors que la stimulation témoin avec la ConA fut conservée à 5 µg/mL. 
Les proliférations lymphocytaires effectuées lors de la deuxième phase animale ont été 
réalisées selon le protocole de la première phase animale préliminaire (Voir Chapitre II – 
Section 2.1.3.5 Essais de prolifération lymphocytaire).  
2.3.3.3 Expressions de gènes 
Afin de déterminer si une réaction immunitaire avait été induite au niveau des cascades 
d’activation cellulaire, des essais d’expression de gènes ont été réalisés pour obtenir un 
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portrait général de l’activation dans les ganglions mésentériques ainsi que dans la muqueuse 
iléale.  
L’expression des gènes fut réalisée sur les échantillons de ganglion mésentériques et de 
muqueuse iléale conservés à -80°C. L’ARN fut d’abord extrait au Trizol (Invitrogen : cat. no˚. 
15596-018). Le Trizol fut ajouté aux échantillons dans un ratio de 1 mL de Trizol par 50 mg 
de tissu, pour un maximum de 4 mL. Le mélange fut homogénéisé sur glace au polytron 
pendant un maximum de 3 répétitions de 10 secondes, avant d’en transférer 1 mL dans un 
microtube de 1,5 mL pour une incubation de 5 minutes à TP. Après un ajout de 200 
µl/échantillon de chloroforme et une incubation de 3 minutes à TP, les échantillons furent 
centrifugés à 13 000 rpm pour 15 minutes à 4°C. Le surnageant transparent obtenu ainsi 
contenait l’ARN et fut transféré dans un nouveau tube sans toucher les phases en-dessous. 
Avant de centrifuger encore 10 minutes, 500 µl/échantillon d’isopropanol fut ajouté et les 
échantillons furent incubés 10 minutes à TP. Le culot ainsi obtenu fut lavé avec 1 mL 
d’éthanol 70% et une autre centrifugation, puis séché pour retirer l’éthanol. Les culots furent 
ensuite resolubilisés dans l’eau sans DNase et RNase et dosés par spectrophotométrie avec un 
NanodropTM. Afin de passer à l’étape suivante, les échantillons d’ARN furent aliquotés en 
concentrations de 8µg/26µl et ceux non-utilisés immédiatement furent conservés à -80°C. 
Pour le traitement à la DNase, le kit TURBO DNase-free (Life Technologies : AM1907) fut 
utilisé et les manipulations furent effectuées sur glace. Aux échantillons d’ARN aliquotés 
précédemment furent ajouté 3 µl de tampon 10X, 1 µl d’enzyme TURBO DNase 20 U/µl, et 
20 µl d’eau par échantillon, pour un volume total de 50 µl par réaction. Les échantillons furent 
ensuite incubés à 37°C pour 20-30 minutes avant que la réaction soit arrêtée par une 
incubation de 5 minutes à TP avec 3 µl de réactif d’inactivation de la DNase par échantillon. 
Pour éliminer le réactif d’inactivation, le surnageant obtenu après une centrifugation de 5 
minutes à 10 000 x g fut transféré dans un nouveau tube et dosé par spectrophotométrie. Afin 
de procéder à l’étape de réverse transcriptase (RT) les échantillons obtenus furent dilués à 1 
µg d’ARN par 11 µl total dans l’eau. 
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Le kit Superscript II (LIFE : 18064014) fut utilisé pour procéder à la réaction de RT. À chaque 
échantillon d’ARN préalablement dilué fut ajouté 1 µl de mix de dNTPs à 10mM et 1 µl 
d’Oligo(dT)12-18 (0,5 µg/µl) (Life # 18418012). Les échantillons furent ensuite incubés 5 
minutes à 65°C avant d’être rapidement refroidis sur glace. Afin de poursuivre la réaction de 
conversion de l’ARN en ADNc, 4 µl de tampon, 2 µl de DTT 0,1M et 1 µl de l’enzyme 
SuperScript II furent ajoutés à chaque échantillon pour un volume total de 20 µl. Ils furent 
ensuite incubés 52 minutes à 42°C pour permettre la synthèse de l’ADNc, puis 15 minutes à 
70°C pour inactiver l’enzyme. L’ADNc obtenu peut être congelé ou dilué pour procéder aux 
qPCR ou à la PCR cyclophiline qui sert à confirmer la qualité de l’ADNc obtenu. 
La qualité de l’ARN et de l’ADNc obtenus à travers ces étapes fut évaluée par électrophorèse 
sur gel d’agarose 1,5%. L’ARN était directement chargé dans les puits pour évaluer sa 
dégradation, alors que l’ADNc était d’abord amplifié par PCR cyclophiline (Code d’accession 
Genbank : NM_214353 ; SS-CYCLO-S : 5'-ACCGTCTTCTTCGACATCGC-3' ; SS-
CYCLO-AS : 5'-CTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3') pour 35 cycles à une température 
d’hybridation de 57°C.  
Lors des essais de qPCR, les gènes contrôles utilisés furent PPIA, RPL32 et TOP2B pour les 
ADNc d’iléon, et PPIA, RPL32, HPRT et RPL4 pour les ADNc de ganglion. Quant aux gènes 
évalués, ceux-ci furent majoritairement tirés de Zhou et al, 2012. Les  analyses statistiques 
subséquentes avec le delta delta CT (DDCT) ont permis de mettre en relation le protocole oral 
et les injections dans l’induction d’une expression différentielle de ces gènes. 
2.3.3.4 États de santé des animaux 
En plus de se distinguer des autres phases animales par ses multiples immunisations, des états 
de santé anormaux chez les animaux immunisés ont été observés dans la dernière phase 
animale réalisée au CRDBLP de Sherbrooke.  
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Les différents symptômes des animaux atteints, tels que les vomissements, les tremblements, 
la respiration accélérée, et la mort ont étés compilés en plus des traitements prodigués par les 
employés du centre porcin selon le protocole du CIPA. Des hypothèses ont ensuite été 
formulées pour tenter d’expliquer les causes possibles de ces réactions sévères. 
2.3.3.4.1 Dénombrements bactériens dans les émulsions 
La première hypothèse à être évaluée fut celle d’une contamination bactérienne dans les 
émulsions. Cette hypothèse était la plus improbable vu le temps de réactions très rapide 
observé chez les animaux, mais était également simple à vérifier. 
Afin de confirmer l’absence de contamination bactérienne importante dans les différentes 
émulsions et le rFaeG purifié, ces produits furent étalés dans les dilutions 10-1, 10-2, 10-3, et 10-
4 sur un milieu nutritif simple (Thermo Scientific. cat. no˚: CM0003), et sur un milieu 
MacConkey (BD Bioscience. cat. no˚. 212306). Le décompte des colonies totales fut effectué 
après une incubation de 24h à 37°C. 
2.3.3.4.2 Dosage du rFaeG et de la nicotine 
La deuxième hypothèse à avoir été évaluée en réponse aux effets secondaires des 
immunisations fut la probabilité d’une surdose de nicotine chez les porcelets. En effet, les 
symptômes d’une surdose de nicotine chez les porcs s’apparentent à ceux observés durant 
cette phase animale (Chevalier et al, 1976). Ce composé a donc été dosé dans les différentes 
émulsions, ainsi que dans un échantillon du rFaeG purifié ayant servi aux injections IM.  La 
nicotine fut donc quantifiée  par chromatographie en phase liquide combinée à la 
spectroscopie de masse (LC-MS/MS) par la compagnie Phenoswitch Bioscience (Sherbrooke), 
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et comparée à la valeur de LD50 de 2,656 mg/kg observée chez des porcs de 30-60 kg 
(Chevalier et al, 1976).  
La dernière hypothèse évaluée consistait en une dégradation possible du rFaeG. Le rFaeG 
contenu dans les deux échantillons d’émulsion à base d’extrait de tabac transgénique a été 
quantifié également par LC-MS/MS par Phenoswitch Bioscience et comparé à sa 
concentration théorique. La concentration théorique avait été obtenue par une technique 
d’immunobuvardage réalisée par les collaborateurs. Des variations normales peuvent donc 
survenir vu la nature différente des deux quantifications.   
2.3.4 Analyses statistiques  
Dans le cadre de cette dernière phase animale, les résultats furent analysés statistiquement en 
utilisant les porcelets sevrés comme unité expérimentale, ainsi que la procédure MIXED de 
SAS (Institut SAS Inc., Cary, Caroline du Nord, États-Unis). Cette procédure permit d’évaluer 
les trois facteurs du projet, soit ; la dose reçue (2,0 ou 10,0 mg), la voie d’immunisation (orale 
ou orale et intramusculaire), et les effets du protocole oral (PO1 ou PO2).  
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CHAPITRE 3  
RÉSULTATS 
3.1 Évaluation de différentes  doses de vaccination orale de rFaeGntd/dsc sur la réponse 
immunitaire intestinale et systémique du porcelet.  
Dans cette section sont abordés les résultats de la première phase animale, à l’automne 2014. 
L’objectif ici était de déterminer la capacité des comprimés et des émulsions de rFaeG à 
induire une réponse immunitaire mucosale et systémique chez des porcelets sevrés. Cette 
réponse a été évaluée par dosage d’anticorps spécifiques dans le sang et les muqueuses et par 
essais de prolifération lymphocytaire sur les CMS et les lymphocytes de MLN. Les résultats 
attendus étaient une production significative d’anticorps dans le temps, ainsi qu’une 
augmentation de la prolifération des lymphocytes d’animaux traités après stimulation au 
rFaeG purifié. 
3.1.1 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
Au niveau sanguin, les résultats indiquent que les immunisations orales avec 2,5 ou 25 mg de 
FaeG n’ont pas induit d’augmentation des titres d’IgG dans le temps comparativement au 
groupe témoin (Figure 11A). Il s’avéra qu’aucun des groupes de traitement (2,5 ou 25 mg) 
n’atteignit des taux d’anticorps significativement différents de ceux du groupe témoin (0 mg). 
Les titres moyens atteints n’ont pas non plus démontré une hausse des anticorps spécifiques 
dans le temps.Au niveau des muqueuses du jéjunum et de l’iléon, aucune différence ne fut 
observée dans les titres d’IgA rFaeG-spécifiques des porcelets vaccinés oralement avec rFaeG 
et ceux du groupe témoin (Figure 11B). Les résultats indiquent donc que dans nos conditions 
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expérimentales, la vaccination par voie orale de rFaeG encapsulé n’a pas induit la production 
d’anticorps spécifiques anti-FaeG.  
 
Figure 11. Phase animale 1 : Dosage des anticorps spécifiques à rFaeG dans les sérums et 
les muqueuses du jéjunum et de l’iléon en fonction du traitement selon la dose orale 
reçue. A) IgG spécifiques à rFaeG dans les sérums en fonction du traitement aux jours 0, 12 et 
19 PI. B) IgA spécifiques à rFaeG dans les muqueuses iléales et jéjunales en fonction du 
traitement. Immunisation orale avec 0 (Ctrl), 2,5 ou 25 mg de rFaeG sous forme d’émulsion 
double et de comprimés β-Lg. Aucune différence significative entre le traitement Ctrl et les 
immunisations contenant rFaeG. N=10. 
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3.1.2 Prolifération lymphocytaire 
 
Figure 12. Phase animale 1 : Incorporation du BrdU dans les lymphocytes selon la dose 
orale reçue. A) Incorporation dans les CMS. B) Incorporation dans les lymphocytes de MLN. 
Absence d’effet dose orale. Aucun effet différentiel des stimulations avec 25 ou 100 µg/mL de 
rFaeG. N=10. 
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Pour les CMS comme pour les lymphocytes de MLN, aucune stimulation lymphocytaire ne fut 
observée chez les animaux immunisés oralement par rapport aux animaux du groupe témoin 
(Figure 12). Il est également important de noter qu’aucune différence dans la stimulation 
lymphocytaire ne fut observée suite à la stimulation avec 25 ou 100 μg/mL de rFaeG.  
Cet essai ne différencia également pas les cellules stimulées au rFaeG des cellules non-
stimulées, alors que les cellules stimulées avec la ConA furent significativement plus 
prolifératives (données non-montrées). Ces résultats suivent ceux obtenus lors des dosages 
d’anticorps et incitent également à proposer que l’immunisation orale seule, avec les deux 
doses testées, reçue par les porcelets fut insuffisante pour induire une réponse immunitaire 
protectrice par les lymphocytes. 
3.2 Évaluation de différentes doses d’injections intramusculaires avec rFaeGntd/dsc à 
induire une immunité systémique chez les porcelets.  
Les résultats de la deuxième phase animale, à l’hiver 2015, sont abordés dans cette section. 
L’objectif y était de déterminer la capacité d’une injection IM avec le rFaeG purifié à induire 
une réponse immunitaire systémique chez les porcelets. Cette réponse a été évaluée par dosage 
d’anticorps spécifiques dans le sang et par essais de prolifération lymphocytaire dans les CMS. 
Les résultats attendus étaient également une production significative d’anticorps dans le sang 
dans le temps, ainsi qu’une augmentation de la prolifération des CMS d’animaux traités après 
stimulation au rFaeG purifié. 
80 
 
3.2.1 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
 
Figure 13. Phase animale 2 : Dosage par titrage des IgGs spécifiques contre rFaeG dans 
les sérums en fonction de la dose d’injection IM dans le temps post-immunisation. Les 
échantillons de sang ont été pris aux jours 0, 14, 21 et 28 PI. Les dilutions du sérum sanguin 
sont respectivement 1 :400, 1 :2000, 1 :4000 et 1 :4000. Les injections IM ont été réalisées 
avec 0,1, 0,5 ou 1,0 mg de rFaeG purifié. N = 5 
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Une grande production d’anticorps spécifiques fut observée chez les animaux injectés avec 0,5 
ou 1,0 mg de rFaeG par rapport aux animaux ayant reçu 0,1 mg (Figure 13), malgré l’absence 
d’analyses statistiques.  
Un titre de base élevé d’IgG fut même observée chez tous les animaux au jour 0 (J14 d’âge), 
ajoutant à la possibilité d’une immunité passive provenant de la mère énoncée lors des dosages 
de la première phase animale (Voir Chapitre II – Section 2.2.1 Dosages des anticorps anti-
rFaeG). Il fut même possible d’observer une augmentation généralisée de la production 
d’anticorps suivant la première injection IM pour tous les groupes de traitement dans le temps. 
L’absence de différence entre les titres relatifs des groupes de traitements à 0,5 et à 1,0 mg 
indique que la stimulation de production d’anticorps atteint probablement une phase 
stationnaire après 0,5 mg de rFaeG IM. 
3.2.2 Prolifération lymphocytaire 
Tous les échantillons stimulés se sont démarqués des témoins non-stimulés (données non-
montrées), mais la ConA, sensée induire une forte prolifération lymphocytaire, n’a pas eu de 
résultats significatifs (Figure 14). Comme l’essai repose sur de la culture primaire, et que les 
porcelets ont été abattus peu après le projet, il fut impossible de reprendre l’essai pour cette 
phase animale.  
Aucune dose de rFaeG injecté IM ne produit une différence dans la prolifération cellulaire 
(Figure 14). Ceci est  contraire aux résultats obtenus lors des dosages d’anticorps de cette 
même phase animale préliminaire, qui distinguaient les groupes injectés avec 0,5 et 1,0 mg du 
groupe injecté avec 0,1 mg de rFaeG.  
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Un effet de la concentration de rFaeG utilisée pour stimuler la prolifération des lymphocytes a 
été remarqué. En effet, les stimulations avec 25 ou 50 µg/mL de rFaeG purifié ont résultés en 
une plus grande prolifération lymphocytaire que lors d’une stimulation avec 10 µg/mL, sans 
démontrer de résultats significatifs (Figure 14). Il n’y a pas eu de différences de prolifération 
cellulaire entre les stimulations avec 25 et 50 µg/mL, et les résultats rappellent ceux obtenus 
lors des essais de prolifération de la première phase animale.   
 
Figure 14. Phase animale 2 : Incorporation du BrdU dans les CMS en réponse à 
l’injection IM de rFaeG. Évaluation de l’effet stimulant à des stimulations 25 et de 50 µg/mL 
de rFaeG. Des stimulations avec la ConA utilisée comme témoin positif de prolifération. N = 5 
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3.3 Évaluation du potentiel de différents protocoles d'immunisation par voie orale et par 
injection avec rFaeGntd/dsc  à induire une réponse immunitaire mucosale et systémique 
chez les porcelets. 
Les résultats de la troisième et dernière phase animale du printemps 2015 sont présentés dans 
cette section. Les objectifs étaient d’évaluer la capacité de l’émulsion orale, de l’injection IM, 
et du protocole oral à induire une réponse mucosale et systémique chez les porcelets. Ces 
réponses ont été évaluées par dosage d’anticorps spécifiques dans le sang et les muqueuses, 
par essais de prolifération lymphocytaire sur les CMS et les lymphocytes de MLN, et par 
expression de gènes dans les ganglions et dans l’iléon. Les résultats attendus ici sont une 
augmentation de la production d’anticorps dans le temps, une augmentation de la prolifération 
lymphocytaire suite à la stimulation au rFaeG, et une modulation de l’expression des gènes 
liés à la réponse inflammatoire et immunitaire.  
Des effets secondaires imprévus sont survenus rapidement après les immunisations et 
comprenaient des symptômes tels que les vomissements, la faiblesse et la difficulté à respirer, 
et allant jusqu’au décès. Ceux-ci ont étés compilés et analysés  afin d’émettre des  hypothèses. 
Trois hypothèses ont été émises et testées pour  expliquer ces réactions sévères observées 
après les premières immunisations soit : 1) Une contamination bactérienne, 2) la présence de 
nicotine, et 3) des produits de dégradation dans les extraits de rFaeG utilisés pour immuniser 
les animaux.  
3.3.1 Dosages d’anticorps anti-rFaeG 
Lors de l’analyse des anticorps dans le sérum, des effets de dose orale ou d’injections IM 
furent observés dans le temps PI (Figure 15). Les résultats indiquent que la production d’IgA 
spécifiques chez le groupe de porcelets PO1_rFaeG ayant reçu 10 mg de rFaeG oral (groupe 5 
84 
 
dans le Tableau 4) a été significativement augmentée par rapport au groupe témoin (P < 0,05) ; 
Figure 15A).  
Il fut également possible d’observer une augmentation généralisée de la production 
d’anticorps dans le temps chez les animaux immunisés par rapport au groupe témoin (0 mg), 
ce qui laisse croire que cette production d’anticorps est bel et bien attribuable à une réponse 
immunitaire des porcelets immunisés. 
Les dosages des IgG et des IgM anti-rFaeG dans le sérum (Figure 15B et C) ont par contre 
révélé un effet de l’injection IM. L’augmentation de la sécrétion d’IgG spécifiques concorde 
également avec la réponse obtenue lors du préliminaire d’injections IM (Figure 13), et fut 
observée significative (P < 0,05)  au jour 30 PI chez tous les animaux ayant reçu une injection 
de 0,5 mg de rFaeG, indépendamment de la dose orale administrée ou du protocole 
d’immunisation oral reçu (Figure 15B). Une augmentation de la production d’IgM spécifiques 
fut également observée au jour 14 PI (P < 0,05), indépendamment de la dose orale ou du 
protocole oral reçu (Figure 15C).  
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Figure 15. Phase animale 3 : Dosage des anticorps sanguins rFaeG-spécifiques dans le 
temps post-immunisation. A) Ratios d’augmentations des IgA rFaeG-spécifiques par rapport 
au jour 0 (J0). Tendance (Ϯ) générale à l’augmentation de la production d’IgA dans le temps 
en fonction de la dose reçue (effet dose). B et C) Ratios d’augmentations des IgG et IgM 
rFaeG-spécifiques par rapport à J0. * : indique une différence significative à P < 0,05 par 
rapport au traitement témoin (PO1_PBS et PO1 0mg). Ϯ : indique une tendance à P < 0,10 par 
rapport au traitement témoin. 
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3.3.2 Prolifération lymphocytaire 
 
Figure 16. Phase animale 3 : Incorporation du BrdU dans les lymphocytes selon la dose 
orale reçue en fonction de l’injection IM. A) Incorporation du BrdU dans les CMS et 
interaction de réponse à l’injection de 0,5mg de rFaeG proportionnellement à la dose orale. 
(P<0,05) B) Incorporation du BrdU dans les lymphocytes de MLN et absence d’interaction de 
réponse à l’injection de rFaeG selon la dose orale. * : indique une différence significative à P 
< 0,05 par rapport au traitement non-injecté. N = de gauche à droite, 6, 12, 11, 11, et 11. 
En comparant statistiquement les protocoles oraux, les doses orales et les injections IM, il fut 
possible de dégager un effet significatif de l’injection IM sur la réponse proliférative des CMS 
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au rFaeG (Figure 16A). Cet effet indique que les animaux ayant reçu une injection de 0,5 mg 
de rFaeG ont subi une stimulation de leurs lymphocytes sanguins indépendamment du 
protocole d’immunisation orale et de la dose administrée. Cette même comparaison ne permit 
d’observer un effet prolifératif significatif  pour aucun des trois facteurs à l’étude sur les 
lymphocytes de MLN (Figure 16B).  
Par contre, bien que les cellules stimulées avec la ConA aient grandement proliférés, 
confirmant la capacité des lymphocytes extraits à se multiplier, l’effet de la stimulation avec le 
fimbriae F4 bactérien ne fut pas celle espérée (données non-montrées). En effet, aucune 
différence significative n’a été observée entre la réponse proliférative des CMS stimulés  au 
fimbriae F4 et la réponse proliférative des lymphocytes non-stimulés.  
3.3.3 Expressions de gènes 
En évaluant les réponses aux gènes codant pour CCL20, IFNg, IL8, IL10, NFκBIA et TLR4 
dans les ganglions mésentériques, une variation dans l’expression de gènes TLR4, d’NFκBIA 
et d’IFNg fut observée (Figure 17). Dans le PO2, une plus grande expression du gène TLR4 
fut retrouvée chez les porcelets injectés au rFaeG par rapport à ceux non injectés (P= 0,001), 
alors que cette modulation à la hausse ne fut pas observée dans le PO1 (interaction Protocole x 
Injection : P < 0,05) ; (Figure 17A). Pour l’expression du gène NFκBIA, une augmentation de 
l’expression fut observée après une injection IM lors du PO1 (P= 0,03), alors qu’une 
diminution de l’expression fut observée après une injection IM lors du PO2 (P= 0,003); 
(interaction Protocole x Injection : P < 0,05); (Figure 17B).  Finalement, une augmentation de 
l’expression du gène IFNg fut observée après une injection IM par rapport aux porcelets non-
injectés lors du PO1 (P= 0,02), alors qu’aucun effet de l’injection ne fut perçu chez ceux du 
PO2 (interaction Protocole x Injection : P < 0,05); (Figure 17C).  
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Figure 17. Phase animale 3 : Influence du protocole oral d’immunisation et d’injection 
IM de rFaeG sur l’expression des gènes TLR4 (A), NFkBIA (B) et IFNg (C) dans les 
ganglions mésentériques. A) TLR4, interaction protocole x injection perçu lors du protocole 
oral 2 (PO2). B) NFkBIA, interaction protocole x injection. C) IFNg, interaction protocole x 
injection perçu lors du protocole oral 1 (PO1). Interactions Protocole x Injections observées 
significatives à P < 0,05. 
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Figure 18. Phase animale 3 : Influence de la dose orale d’immunisation et des injections 
IM de rFaeG sur l’expression des gènes CCL20 (A), CXCL2 (B), et IL17 (C), IL4 (D), et 
NFkBIA (E) la muqueuse de l’iléon. A) CCL20, l’effet de l’injection est perçu seulement 
pour la dose orale de 10mg (P=0,04). B) CXCL2, l’effet de l’injection est perçu seulement 
pour la dose orale de 2mg (P=0,007). C) IL17, l’effet de l’injection est perçu pour les deux 
doses orales. D) IL4, l’effet de l’injection est perçu pour les deux doses orales. E) NFkBIA, 
l’effet de l’injection est perçu pour les deux doses orales. Les interactions Protocole x 
Injections observées sont significatives à P < 0,05. 
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D’autre part, l’évaluation de l’expression des gènes codant pour CCL20, CXCL2, IFNg, IL4, 
IL6, IL8, IL10, IL12, IL17, NFκBIA et TLR4 dans muqueuses iléales est présentée dans la 
Figure 18. Une interaction entre la dose orale et l’injection fut mise en évidence par les 
analyses statistiques avec le DDCT. Lors d’une immunisation orale avec 10mg, une plus 
grande expression du gène CCL20 fut retrouvée chez les porcelets injectés au rFaeG par 
rapport à ceux non injectés (P= 0,04), alors que cette modulation à la hausse ne fut pas 
observée pour l’immunisation orale avec 2mg (interaction Protocole x Injection : P < 0,05) ; 
(Figure 18A). L’expression du gène CXCL2, fut modulé à la hausse par l’injection IM lorsque 
la dose orale reçue était de 2 mg (P= 0,007), alors qu’aucun effet de l’injection ne fut observé 
lorsque la dose orale était de 10 mg de rFaeG (interaction Protocole x Injection : P < 0,05) ; 
(Figure 18B). Pour l’expression des gènes IL17, IL4 et NFκBIA (Figure 18C-E), les animaux 
injectés IM présentèrent une diminution de l’expression de ces gènes (respectivement : P= 
0,0001 ; P= 0,0001 et P= 0,005) par rapport aux animaux non-injectés lorsque l’immunisation 
orale fut effectuée avec une dose de 2 mg. Une modulation de l’expression de ces gènes à la 
hausse fut par contre observée chez les animaux injectés par rapport aux non-injectés lors 
d’une immunisation orale avec 10 mg de rFaeG (respectivement : P= 0,01 ; P= 0,01 et P= 
0,03); (interaction Protocole x Injection : P < 0,05).   
3.3.4 État de santé des animaux 
Suite aux immunisations des porcelets, l’état de santé de plusieurs porcelets s’est rapidement 
détérioré. Les réactions survenaient généralement dans les 20 à 40 minutes suivant 
l’immunisation, et pouvaient ensuite durer plusieurs heures. Deux différentes phases de 
réactions ayant possiblement deux causes différentes ont donc pu être observées (Tableaux 5 
et 6), et ont menés à une modification du calendrier d’immunisation (Figure 19).  
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Tableau 5. États de santé des 79 animaux suite à la première phase d’immunisation à 14 
jours d’âge, selon les groupes de traitement  
Injection Lot 
d'émulsion 
Dose 
orale 
% 
Réaction 
Refus de 
téter 
Faible Vomi Difficulté 
à respirer 
Décès 
PBS Témoin 0mg 9% 1 0 0 0 0 
34% rFaeG 2mg 8% 0 0 1 0 0 
10mg 9% 0 0 2 0 0 
rFaeG 34% rFaeG 2mg 42% 1 2 1 2 2 
10mg 36% 1 2 2 5 1 
Témoin : Lot d’émulsion avec un extrait de tabac non-transgénique. 34% rFaeG : Lot 
d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 34% de rFaeG. Un animal peut avoir présenté 
plus d’un symptôme et se retrouver dans plusieurs colonnes. 
Les premiers effets secondaires ont été observés suivant la première journée de la première 
phase d’immunisation (Tableau 5), alors que les animaux recevaient une injection IM et une 
dose d’émulsion orale dans les cas applicables. Les symptômes incluaient le refus de téter lors 
d’une des montées de lait, la faiblesse, les vomissements, une respiration rapide et saccadée, et 
le décès. Les symptômes les plus graves ont majoritairement été observés chez les animaux 
ayant reçu une injection de 0,5 mg de rFaeG, et justifient pourquoi il n’y a pas eu de deuxième 
immunisation IM dans cette phase animale. Ces animaux ont réagi à des taux approchant les 
40%, alors que près de 10% des animaux injectés avec du PBS ont eu des réactions. Chez ces 
derniers, les réactions étaient beaucoup moins graves.  
Il est important de noter que ces symptômes n’avaient pas été observés dans les autres phases 
animales,  mais qu’il a tout de même été convenu de poursuivre le projet sans les injections IM 
qui avaient été prévues à 28 jours d’âge.Afin d’éviter un stress supplémentaire aux animaux 
les plus touchés par les effets secondaires, ces derniers ont été retirés du projet et remplacés 
par des porcelets des mêmes portées qui étaient porteurs du fimbriae F4 mais qui n’avaient pas 
été choisis pour cette phase animale.  
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Tableau 6. États de santé des 79 animaux suite aux deuxièmes et troisièmes phases 
d’immunisations, respectivement à 23 et 28 jours d’âge, selon les groupes de traitement  
Lot 
d’émulsion 
Dose 
orale 
Injection 
reçue à J14 
% 
Réaction 
Faible Vomi Difficulté 
à respirer 
Décès 
Contrôle 0mg PBS 0% 0 0 0 0 
34% rFaeG 2mg PBS 0% 0 1 1 0 
FaeG 9% 0 1 1 0 
17% rFaeG 10mg PBS 32% 0 7 2 0 
FaeG 5% 0 1 0 0 
Contrôle 0mg PBS 0% 0 0 0 0 
17% rFaeG 2mg PBS 0% 0 0 0 0 
FaeG 0% 0 0 0 0 
10mg PBS 50% 6 10 2 1 
FaeG 43% 4 5 3 0 
Contrôle : Lot d’émulsion avec un extrait de tabac non-transgénique. 34% rFaeG : Lot 
d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 34% de rFaeG. 17% rFaeG : Lot d’émulsion 
avec un extrait de tabac contenant 17% de rFaeG. 
Ces nouveaux porcelets ont été immunisés de la même façon que précédemment, mais ont été 
manipulés avec un soin accru et gardés sous surveillance étroite pour les deux heures suivant 
leurs immunisations orale et IM. Aucun n’a développé d’effets secondaires observés 
précédemment.  
La deuxième vague d’effets secondaires suivant les immunisations orales fut observée lors des 
deuxièmes et troisièmes phases d’immunisations orales (Tableau 6), et dans les mêmes délais 
que la première. Comme les animaux étaient alors sevrés, le refus de téter n’a pas été observé, 
mais aucun autre symptôme ne s’est également ajouté à la liste précédente. Les porcelets ont 
donc subi des effets incluant la faiblesse, les vomissements, la respiration difficile et rapide, 
ainsi que le décès dans l’un des cas. Cette fois, aucune injection n’avait été effectuée, et les 
doses orales ont suffi à déclencher des réactions physiques.  
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Figure 19. Calendrier d’administration des traitements aux porcelets modifié en raison 
de l’état de santé observé chez certains animaux lors de la troisième phase animale 
Une différence a également été observée chez les animaux ayant reçu le nouveau lot 
d’émulsion préparé par les collaborateurs. Selon les groupes de traitement, jusqu’à 50% des 
animaux ont ainsi développé des effets adverses, par rapport à 0% des animaux contrôles 
ayant reçu une immunisation orale de tabac non-transgénique (sans rFaeG), et entre 0 et 9 % 
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des animaux ayant reçu une immunisation orale avec le premier lot utilisé dans le projet (34% 
rFaeG).  
3.3.5 Dénombrements bactériens dans les émulsions 
Tableau 7. Décomptes bactériens des différentes immunisations orales sur gélose 
nutritive  
 1,0 x 10-1 1,0 x 10-2 1,0 x 10-3 1,0 x 10-4 
Émulsion 0mg (Ctrl) Laiteux1 0 0 0 
Émulsion 34% (rFaeG) Laiteux1 0 0 0 
Émulsion 17% (rFaeG) 0 0 0 0 
Extrait de tabac  0 0 0 0 
Eau peptonée 0 0 0 0 
1Laiteux : Aspect de lait caillé sur la gélose et impossible d’y distinguer des colonies. 
Tableau 8. Décomptes bactériens des différentes immunisations orales sur gélose 
MacConkey 
 1,0 x 10-1 1,0 x 10-2 1,0 x 10-3 1,0 x 10-4 
Émulsion 0mg (Ctrl) Laiteux1 0 0 0 
Émulsion 34% (rFaeG) Laiteux1 0 0 0 
Émulsion 17% (rFaeG) 0 0 0 0 
Extrait de tabac  0 0 0 0 
Eau peptonée 0 0 0 0 
1Laiteux : Aspect de lait caillé sur la gélose et impossible d’y distinguer des colonies. 
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À notre surprise, aucune colonie bactérienne ne put être isolée (Tableaux 7 et 8). Les 
différentes émulsions lyophilisées étaient donc non seulement exempts de pathogènes 
bactériens, mais également exempts de bactéries viables.  
3.3.6 Dosage du rFaeG et de la nicotine 
Tableau 9. Dosage de la nicotine dans les différents échantillons ayant servis aux 
immunisations orales et IM lors de la troisième phase animale 
Matrice Concentration 
moyenne (μg/g) 
Écart-type %CV 
Non-
transgénique 
3,1 0,6 20% 
17% rFaeG  0,8 0,2 26% 
34% rFaeG  0,7 0,2 30% 
rFaeG purifié 0,0137 0,0014 10% 
34% rFaeG : Lot d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 34% de rFaeG. 17% rFaeG : 
Lot d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 17% de rFaeG 
La deuxième hypothèse à avoir été évaluée en réponse aux effets secondaires des 
immunisations fut la probabilité d’une surdose de nicotine chez les porcelets. En effet, les 
symptômes d’une surdose de nicotine chez les porcs s’apparentent à ceux observés durant 
cette phase animale (Chevalier et al, 1976). Ce composé a donc été dosé dans les différentes 
émulsions, ainsi que dans un échantillon du rFaeG purifié ayant servi aux injections IM. Des 
doses de nicotines ont effectivement été quantifiées (Tableau 9), mais celles-ci étaient toutes 
sous la LD50 de 2,656 mg/kg des porcs pesant entre 30 et 60 kg (Chevalier et al, 1976). Il est 
par contre important de noter que, lors de la première phase d’immunisation durant la 
lactation, les animaux touchés ne pesaient en moyenne que 4 kg. Lors des effets secondaires 
subséquents, les animaux ne pesaient pas plus de 10 kg.  
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Par contre, en effectuant le calcul de la dose de nicotine effectivement reçue par chaque 
porcelet durant son immunisation, il est force de remarquer que les injections IM ne 
contenaient que des traces (13,7 ppb) de nicotine, alors que les émulsions transgéniques 
contenaient moins de nicotine que leur homologue non-transgénique qui n’a pas induit de 
réactions. D’autant plus que la dose de nicotine la plus élevée reçue par les porcelets dans 
cette phase animale fut de 4,139 µg de nicotine, qui représente 0,08% de la LD50 de porcs de 
30-60kg.  
Tableau 10. Dosage de la protéine rFaeG dans les échantillons d’émulsion ayant servis 
aux immunisations orales lors de la troisième phase animale 
Matrice 
Concentration 
moyenne 
dosée (mg/g) 
Écart-
type 
%CV Concentration 
théorique 
(mg/g) 
17% rFaeG  2,78 0,26 0,09 3,45 
34% rFaeG  3,49 0,40 0,11 7,49 
34% rFaeG : Lot d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 34% de rFaeG. 17% rFaeG : 
Lot d’émulsion avec un extrait de tabac contenant 17% de rFaeG 
La dernière hypothèse évaluée fut la dégradation possible du rFaeG contenu dans les 
émulsions. Une dégradation partielle du rFaeG contenu dans les émulsions fut effectivement 
observée (Tableau 10). Le lot initial réalisé avec un extrait de tabac transgénique contenant 
34% de rFaeG avait perdu plus de la moitié (55%) de sa concentration initiale et théorique, ce 
qui pourrait même expliquer pourquoi le nouveau lot d’émulsion, bien que réalisé avec le 
même lot d’extrait de tabac transgénique, ne présentait que 3,45 mg/g de rFaeG plutôt que 
7,49 mg/g. Une dégradation partielle, de près de 20%, fut également observée dans le lot 
d’émulsion avec un extrait de tabac transgénique contenant 17% de rFaeG. Il y a donc eu 
dégradation du produit dans l’année suivant sa réalisation, et ce phénomène peut avoir libéré 
des molécules pouvant affecter le type de  réponse immunitaire mucosale développé par les 
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porcelets. Les sous-produits de dégradation sont inconnus, et le lot 17% rFaeG dut être 
administré en plus grande quantité pour compenser sa perte de concentration, ce qui peut avoir 
laissé la place à d’autres composés dans l’émulsion ayant le potentiel de déclencher les 
symptômes observés (Tableaux 5-6).  
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CHAPITRE 4  
DISCUSSION ET CONCLUSIONS GÉNÉRALES 
4.1 Évaluation de différentes  doses de vaccination orale de rFaeGntd/dsc sur la réponse 
immunitaire intestinale et systémique du porcelet.  
4.1.1 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
Au niveau sanguin, les résultats indiquent que les immunisations orales avec 2,5 ou 25 mg de 
rFaeG n’ont pas induit d’augmentation des titres d’IgG dans le temps comparativement au 
groupe témoin. En effet, aucun des groupes de traitement oral (2,5 ou 25 mg) n’atteignit des 
taux d’anticorps spécifiques significativement différents de ceux du groupe témoin (0 mg) lors 
des dosages d’anticorps. Les titres d’anticorps moyens atteints n’ont pas non plus démontré 
une hausse des anticorps spécifiques dans le temps. Il est probable que ce phénomène soit dû à 
la nature des immunisations orales utilisées (Mestecky et al, 2008 ; Simerska et al, 2009). 
C’est-à-dire que la combinaison de l’émulsion double et du comprimé utilisés dans cette phase 
animale peuvent ne pas avoir suscité de réponse immunitaire systémique, donc ne pas avoir eu 
de production d’anticorps au niveau sanguin. Ces résultats sont contraires à ceux de Takeyama 
et al, 2015, qui ont observés une production significative d’IgG sanguins chez des porcs 
adultes, avec un vaccin oral contre ETEC à base de riz contenant une sous-unité de toxine 
cholérique. Par contre, dans notre étude, le niveau basal d’anticorps observé pourrait être le 
résultat d’une immunité transmise par la mère (Morgan et al, 1978 ; Nguyen et al, 2015), 
puisque des titres élevés en anticorps ont été observés avant même la première phase 
d’immunisation chez tous les animaux. 
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Une absence d’effet des groupes de traitements fut également observée par rapport au groupe 
témoin lors des dosages d’IgA dans les muqueuses. Il se peut que les récepteurs F4R situés sur 
les cellules épithéliales intestinales n’aient pas été stimulés de façon à activer la production 
d’IgA spécifiques attendue par les cellules B (Cox et al, 2003 ; Fritz et al, 2012 ; Lamichhan et 
al, 2014). C’est-à-dire que le rFaeG administré oralement et libéré dans la lumière intestinale 
n’aurait pas réussi à passer la barrière mucosale composée de mucine comme ETEC le ferait 
(Svennerholm et Lundgren, 2012), et n’aurait donc pas la capacité d’atteindre l’épithélium 
pour y activer le système immunitaire mucosal, en se liant aux récepteurs F4R des cellules 
épithéliales en activant directement les cellules dendritiques, ou en étant capté par  les cellules 
M. La production d’anticorps spécifiques contre rFaeG induite par les immunisations orales ne 
fut donc pas concluante dans la présente étude, malgré les essais préliminaires effectués par et 
par ELISA du laboratoire Menassa. En effets, ces essais ont démontrés que la protéine 
recombinante et le fimbriae F4 entier sont reconnues par le sérum de lapin F4-spécifique par 
immunobuvardage Western, et par ELISA avec des anticorps anti-F4 monoclonaux. Ces 
résultats suggèrent une capacité de rFaeG à reconnaître F4R dans l’intestin. Les résultats 
obtenus par ELISA suggèrent également une conformation native correcte derFaeG(Kolotilin 
et al, 2012). Ceci vient appuyer l’hypothèse selon laquelle l’immunisation orale réalisée ne fut 
pas suffisante pour permettre à rFaeG de traverser la barrière mucosale intestinale. 
4.1.2 Prolifération lymphocytaire 
Ces résultats portent aux mêmes conclusions que ceux obtenus lors des dosages d’anticorps et 
incitent également à proposer que l’immunisation orale seule reçue par les porcelets fut 
insuffisante pour induire une réponse immunitaire protectrice. En effet, une réponse de 
prolifération lymphocytaire était attendue (Verfaillie et al, 2004 ; Sahay et al, 2013), afin de 
concorder avec les résultats de prolifération cellulaires obtenus par Melkebeek et al, 2007, où 
une approche de vaccination parentérale à l’ADN de FaeG doublée d’une immunisation orale 
avec le fimbriae F4 entier avait été utilisée. Également, aucune différence ne fut observée 
entre les deux doses de stimulations des lymphocytes autant chez les lymphocytes de MLN 
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que chez les CMS. Comme la réponse immunitaire était insuffisante, il fut déterminé 
d’effectuer les prochains essais de proliférations avec plus d’une concentration de rFaeG pour 
la stimulation des lymphocytes. 
Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans les dosages d’anticorps effectués sur les 
échantillons des mêmes animaux. Il est donc possible que les lymphocytes retrouvés dans les 
ganglions mésentériques et dans le sang n’aient pas été stimulés par les immunisations orales 
administrées.  
4.2 Évaluation de différentes doses d’injections intramusculaires avec rFaeGntd/dsc à 
induire une immunité systémique chez les porcelets.  
4.2.1 Dosage d’anticorps anti-rFaeG 
Les résultats des différentes injections indiquent non seulement qu’une injection IM avec 
0,5 mg de rFaeG serait optimale, mais également que la protéine rFaeG a un potentiel 
immunologique systémique de production d’IgG spécifiques lorsqu’injectée chez les animaux. 
En effet, l’atteinte d’un plateau de production d’anticorps entre les injections avec 0,5 et 1,0 
mg témoigne de l’atteinte de la stimulation de production d’anticorps IgG sériques maximale 
pour une immunisation IM avec rFaeG.  
Ce phénomène d’atteinte d’une production dite maximale d’IgG a d’ailleurs déjà été observé 
naturellement chez le porc (Butler et al, 2006 ; Butler et al, 2009), et démontre le manque de 
pertinence d’utiliser une dose de rFaeG supérieure lorsque ce plateau est atteint. 
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4.2.2 Prolifération lymphocytaire 
Les résultats de proliférations lymphocytaires obtenus dans cette phase animale n’indiquent 
pas de différence marquée entre les trois doses d’injection IM. Il est plutôt improbable 
qu’aucune stimulation de la prolifération n’ait été induite puisque tous les échantillons 
stimulés avec rFaeG ont subi une stimulation plus grande que celle des échantillons non-
stimulés. Il n’y a donc pas d’effet de la dose d’injection, aux doses testées, sur la prolifération 
lymphocytaire des CMS.  
Par contre, une différence dans la prolifération cellulaire fut observée selon la dose de rFaeG 
utilisée pour stimuler les CMS, qui distinguait les stimulations avec 25 et 50 µg/mL de la 
stimulation avec 10 µg/mL. Il fut donc déterminé qu’une stimulation avec 25 µg/mL serait 
utilisée pour la suite du projet, puisque celle-ci constituait la concentration minimale 
produisant un maximum de prolifération. Bien que nous ayons observé une augmentation de la 
prolifération des CMS chez les porcs immunisés, cet essai ne permet donc pas de déterminer 
quelle dose d’injection IM peut être administrée aux porcelets de la phase animale suivante. 
Il est possible qu’une injection IM avec rFaeG ne suffise pas à induire une réponse 
immunitaire cellulaire. Verfaillie et al, 2004 ont effectivement observés qu’une injection IM 
avec un plasmide de FaeG, bien qu’elle induise une réponse humorale, ne produit pas une 
grande réponse cellulaire proliférative chez les CMS lorsqu’elle est comparée à d’autres 
méthodes d’immunisation.  
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4.3 Évaluation du potentiel de différents protocoles d'immunisation par voie orale et par 
injection avec rFaeGntd/dsc  à induire une réponse immunitaire mucosale et systémique 
chez les porcelets. 
4.3.1 Dosage d’anticorps 
À la dernière phase animale, les IgM ont été sécrétés plus rapidement que les IgG dans le 
sérum sanguin. Ce phénomène concorde avec la notion que les IgM sont habituellement 
produits plus rapidement chez les jeunes porcelets dans le cadre de la réponse immunitaire 
innée, alors que la maturation du système immunitaire entraîne ensuite une production plus 
élevée d’IgG, ayant généralement plus d’affinités pour les Ag, dans le sang (Butler et al, 
2006). Un autre effet observé fut celui des injections IM sur la production IgG et d’IgM dans 
le sérum. Il concorde avec les résultats de dosage d’IgG observés dans la deuxième phase 
animale, et avec la notion qu’une injection IM a un effet plus marqué sur la production d’Ac 
au niveau systémique qu’au niveau mucosal (Verfaillie et al, 2004; Liu et al, 2013).   
Les IgA spécifiques ont été produits en moins grande proportion dans le sérum et ont suivi une 
courbe de production plus proportionnelle à la dose orale reçue. Ce phénomène est explicable 
par la production plus importante des IgA dans les muqueuses intestinales que dans le sang 
chez les porcelets (Pasetti et al, 2010). Considérant que les IgA sont importants pour 
l’immunité intestinale (Caballero et Pamer, 2015), l’incapacité à détecter des anticorps dans 
les muqueuses iléales et jéjunales pourrait être due à un problème lors de la récolte, à un 
manque de sensibilité de la méthode utilisée qui est pourtant efficace pour la détection 
d’anticorps totaux, ou encore à une absence de stimulation de la production d’IgA spécifiques 
dans la muqueuse. Ce problème a également été observé dans la première phase animale, mais 
n’a pas pu être confirmé à ce moment. Une autre façon d’évaluer la réponse humorale 
intestinale spécifique aurait été l’utilisation de la technique d’ELIspot plutôt que celle 
d’ELISA (Nguyen et al, 2015). C’est avec cette technique que Nguyen et al, 2015 ont observés 
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une augmentation des cellules productrices d’IgA (CPA IgA+) spécifiques chez des porcelets 
immunisés par voie orale avec du fimbriae F4 d’origine bactérienne. Toutefois, ont également 
noté une absence de différence entre les animaux provenant de mères déjà protégées et ceux 
provenant de mères non protégées. Cet effet passif de l’immunité de la mère correspond à 
l’hypothèse émise pour expliquer les taux élevés observés dès J0 chez les porcelets étudiés 
dans le cadre de ce projet. La hausse de production d’IgA spécifiques suite à une 
immunisation correspond également aux résultats observés dans ce projet. 
L’ELIspot, en permettant de quantifier le nombre CPA IgA+ FaeG-spécifique, aurait éliminé 
la possibilité de quantifier des anticorps spécifiques provenant de la mère. L’utilisation de 
cette technique dans notre étude aurait nécessité une technique de récolte des muqueuses 
différente de celle utilisée précédemment et dans l’article, ce qui permettrait également 
d’hausser la sensibilité de détection de la réponse humorale FaeG-spécifique. 
4.3.2 Prolifération lymphocytaire 
L’effet de l’injection détecté chez les CMS confirme qu’une injection IM avec rFaeG peut bel 
et bien y induire une réponse prolifératrice, ce que la deuxième phase animale avait mis en 
doute. Cette fois, non seulement les lymphocytes stimulés au rFaeG ont subi une prolifération 
plus grande que les lymphocytes non-stimulés, et ce, malgré l’unique injection IM reçue par 
les porcelets, mais les lymphocytes stimulés avec la ConA ont également proliférés de manière 
attendue. Ce dernier point était manquant lors de la deuxième phase animale, et a permis ici 
d’observer avec confiance un effet statistique de l’injection de rFaeG chez les animaux. 
Par contre, aucune stimulation significative n’a été observée chez les lymphocytes de MLN. 
Comme le site des ganglions mésentériques est situé plus profondément dans le système 
intestinal, ceux-ci ne sont pas considérés comme un site intestinal mucosal (Macpherson et 
Smith, 2006). Il est donc possible que les immunisations orales et IM effectués n’aient pas 
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réussi à stimuler les cellules dendritiques, car la stimulation au niveau de la muqueuse 
intestinale serait faible. Au niveau intestinal, plusieurs cellules immunitaires, lorsque 
qu’activées, voyagent entre la lamina propria et les MLN et active ainsi une cascade 
d’activation de l’immunité adaptative (Mowat, 2003 ; Macdonald and Monteleone, 2005 ; 
Perez-Lopez et al, 2016). L’absence de stimulation proliférative des lymphocytes de MLN 
suggère également que les cellules présentatrices d’Ag en circulation, pourtant prolifératives 
dans la portion de l’essai avec les CMS chez les échantillons de porcelets ayant reçu une 
injection IM de rFaeG, migrent peu vers les MLN.  
Également, la stimulation au F4 bactérien n’a pas induite de prolifération significative chez les 
CMS stimulées. Dans le cas où la protéine rFaeG serait reconnue par le système immunitaire 
et aurait activé les lymphocytes, l’ajout du fimbriae F4 complet devrait susciter une réponse  
similaire à celle obtenue sur stimulation au rFaeG (Xia et al, 2015). En plus, contrairement au 
rFaeG purifié utilisé et par manque de ressource, le fimbriae F4 bactérien n’a pas pu être testé 
à plusieurs concentrations dans les phases animales précédentes. Sa concentration optimale est 
donc inconnue dans le cadre du projet. 
Il est également possible que le manque de prolifération suite à une stimulation au F4 
bactérien soit dû à une stimulation non spécifique des immunisations avec la solution de 
rFaeG pur à 88%. Dans ce cas, la protéine rFaeG ne serait pas la source de l’induction de la 
prolifération, mais une autre composante des 12% restants de la solution le serait. Par contre, 
le manque de données concernant la dose optimale de F4 bactérien à administrer empêche de 
confirmer cette hypothèse, bien qu’elle ne soit pas exclue.  
4.3.3 Expression de gènes 
Comme il est impliqué dans l’inflammation et l’apoptose (Stoy et al, 2015 ; Zhou et al, 2012), 
il est possible que l’augmentation de l’expression d’NFκBIA soit  dûe à une réponse 
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immunitaire développée chez les animaux immunisés avec les injections IM de rFaeG, et les 
immunisations orales débutant avant le sevrage (PO1). L’effet de l’injection IM et d’une 
immunisation orale précoce des porcelets est donc non-négligeable pour l’expression 
d’NFκBIA chez les porcelets.  Une augmentation de l’expression du TLR4, impliquée 
fortement dans l’initation de la réponse immunitaire innée, fut aussi observée entre les 
porcelets injectés et ceux non-injectés, seulement lors du PO2. Cette interaction menant à une 
augmentation de l’expression du TLR4 dans les ganglions concorde avec le résultat obtenu par 
Zhou et al, 2012, trois heures après un challenge avec une souche d’ETEC F4ac et ab+ sur des 
cellules intestinales épithéliales de porc (IPEC-J2). L’observation d’une telle modulation 
indique que l’immunisation avec rFaeG pourrait avoir induit une réponse immunitaire 
primaire au niveau des MLNs, sans que celle-ci ne se soit développée en réponse immunitaire 
adaptative. Ce résultat concorde également avec les observations faites lors des essais de 
prolifération cellulaire. Par contre, il est à noter que l’expression des gènes évaluée dans la 
présente étude fut réalisée 48h après la dernière dose orale de rappel au lieu de 3 heures après 
un challenge, ce qui pourrait expliquer les faibles résultats de chaque facteur individuel et 
l’observation de résultats statistiques plutôt pour des interactions entre les différents facteurs. 
L’expression d’IFNg, quant à elle, fut augmentée dans les ganglions mésentériques, mais pas 
dans la muqueuse intestinale iléale. Ceci qui concorde avec les résultats de Zhu et al, 2014, qui 
ont observés une absence de modulation de l’expression d’IFNg dans la muqueuse iléale 
suivant un challenge à ETEC après un traitement sur les porcelets. Ensemble, ces résultats 
suggèrent qu’en fonction du protocole d’immuisation oral utilisé, un effet positif de l’injection 
IM sur l’expression de certains gènes est observé. 
Les modulations de CCL20, de CXCL2, d’NFκBIA, d’IL17 et d’IL4 dans la muqueuse iléale, 
quant à  elles, furent typiques d’une réponse induite par ETEC F4+ (Zanello et al, 2011; Zhou 
et al, 2012 ; Zhu et al, 2014), ce qui est souhaitable dans le contexte de la protéine utilisée. En 
effet, une interaction entre l’injection et la dose orale fut observée pour l’expression de ces 5 
cytokines, ajoutant ainsi une dimension plus locale et mucosale à la modulation de 
l’expression des gènes observée dans les ganglions mésentériques, non seulement par le site 
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d’échantillonnage, mais également par l’interaction statistique impliquant la dose orale 
administrée aux porcelets.  
Plus précisément, l’expression de CCL20 fut augmentée chez les animaux injectés au rFaeG 
lorsque ceux-ci recevaient 10 mg d’émulsion orale, indépendamment du protocole oral utilisé. 
L’expression de CXCL2 fut, quant à elle, augmentée chez les animaux injectés au rFaeG 
seulement lorsque ceux-ci recevaient 2 mg d’émulsion orale. Ces deux augmentations 
d’expression concordent avec l’étude de Zhou et al, 2012, qui avaient observés une 
augmentation de l’expression de CCL20 et de CXCL2 chez des cellules IPEC-J2 trois heures 
après un challenge à ETEC. La modulation observée dans l’expression des gènes IL4, IL17 et 
NFκBIA démontra également une interaction entre l’injection et la dose orale. Pour ces trois 
gènes, l’expression fut diminuée chez les porcelets injectés avec rFaeG lorsque ceux-ci 
recevaient 2 mg d’émulsion orale, mais fut augmentée chez les porcelets injectés avec rFaeG 
lorsqu’ils recevaient 10 mg d’émulsion. L’augmentation de l’expression de ces gènes fut 
également observée chez les cellules IPEC-J2 (Zhou et al, 2012), mais la diminution de 
l’expression observée chez les porcelets injectés lorsque ceux-ci reçoivent 2 mg d’émulsion ne 
fut pas observée ailleurs. Ainsi, les résultats dans la muqueuse iléale montrent que la dose 
orale de 10 mg est souhaitable dans l’atteinte d’une réponse immunitaire, et que l’effet de 
l’injection est positif lorsque la dose orale est suffisante pour induire une modulation de 
l’expression des gènes. 
En tout, les résultats dans les deux sites analysés démontrent qu’une modulation de 
l’expression des gènes a été induite par une interaction entre les différents facteurs (dose orale, 
protocole oral et injections IM), avec un effet d’interaction incluant l’injection observé dans 
les ganglions et dans l’iléon. Dans les ganglions mésentériques, une interaction protocole-
injection permit d’observer une modulation des gènes TLR4, NFκBIA et IFNg liés à une 
réponse immunitaire dirigée contre ETEC F4+ (Zhou et al, 2012), alors que dans les 
muqueuses iléales, une interaction dose orale-injection permit d’observer ce phénomène pour 
les gènes CCL20, de CXCL2, d’NFκBIA, d’IL17 et d’IL4. Dans la littérature, d’autres 
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cytokines inflammatoires évaluées dans la présente étude, telles qu’IL8, auraient aussi pu voir 
leur expression modulée dans la muqueuse iléale (Zanello et al, 2011 ; Zhou et al, 2012). Par 
contre, ces cytokines n’ont pas été affectées tel qu’attendu. Il est donc possible que la réaction 
immunitaire amorcée par les porcelets ait été incomplète, ou analysée trop tard par rapport à la 
fenêtre optimale de réaction immune. Il serait possible de lier cette activation partielle de 
l’expression des gènes liés à l’immunité aux résultats obtenus lors des dosages d’Ac et des 
proliférations lymphocytaires de cette même phase animale. En effet, certaines cytokines 
inflammatoires ou chimiokines recrutant et activant les différents lymphocytes et la production 
d’Ac, tels qu’IL-6, IL-8 ou IL-10, (Caballero et Pamer, 2015 ; Oswald, 2006) n’ont pas été 
modulées par les différents traitements administrés dans le cadre du projet, ce qui explique le 
peu de réponse proliférative et de production d’Ac spécifiques.   
Tel que mentionné ci-haut, il est important de noter que ces analyses ont été effectuées après 
le sacrifice des animaux, et qu’il aurait pu être intéressant de les faire directement après les 
phases d’immunisation du projet. Par contre, pour éviter une utilisation massive d’animaux ou 
la modification des autres expérimentations de cette phase animale, aucune modification ne fut 
apportée au calendrier d’origine. 
4.3.4 Effets secondaires suite aux immunisations 
Les effets secondaires observés sont évidemment la source de plusieurs questions et ont 
justifié l’ajout d’analyses supplémentaires au calendrier des expérimentations.  Les données de 
symptômes et de temps de réactions recueillies chez les porcelets convergent vers un 
diagnostic de choc anaphylactique (Shreeve et Thomlinson, 1970) ou encore de surdose de 
nicotine ou d’un autre dérivé pouvant provenir de l’extrait de tabac (Chevalier et al, 1976). En 
effet, un choc anaphylactique peut se développer rapidement lorsqu’une trop grande dose 
protéine est administrée, et peut également se développer lors de remises en contacts avec la  
même protéine (Shreeve et Thomlinson, 1970). Une surdose de nicotine présente des 
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symptômes très similaires chez le porc à ceux observés (Chevalier et al, 1976), et fut 
considérée à cause de la nature des immunisations de rFaeG issu du plant de tabac. Ces 
possibles diagnostics ont donc été évalués pour décider de l’ajout d’analyses au projet et ont 
permis d’émettre trois hypothèses vérifiables. 
La première hypothèse à être évaluée fut la présence dans les émulsions de bactéries pouvant 
être à l’origine d’une infection ou d’un choc anaphylactique ou endotoxique dû à une 
contamination bactérienne. Les résultats conclurent que les différentes émulsions lyophilisées 
étaient non seulement exemptes de pathogènes bactériens, mais étaient également exemptes de 
bactéries poussant sur milieu enrichi non-sélectif. Cette observation, en plus de la vitesse de 
déclaration des effets secondaires chez les porcelets amenèrent à réfuter l’hypothèse d’une 
infection bactérienne. L’hypothèse d’un choc endotoxique dû à une contamination a aussi pu 
être infirmée grâce à l’absence de croissance bactérienne sur milieu non-sélectif. Par contre, la 
présence de toxines venant de bactéries non-cultivables n’a pu être évaluée. 
La deuxième hypothèse évaluée fut la présence de nicotine dans les extraits de tabac utilisés 
pour les immunisations ainsi que la possibilité d’une surdose. Suite aux quantifications de la 
nicotine, il a été prouvé que les émulsions et les injections IM contenaient bel et bien de la 
nicotine, mais en quantité insuffisante pour causer une surdose chez des porcs. Par contre, il 
est généralement connu qu’une dose ayant des effets toxiques peut être plus basse chez des 
sujets en bas âge, par rapport à leur homologue plus âgés de la même espèce (Malizia et al, 
1983 ; Sharma et McNeill, 2009 ; Mayer 2014). Il est donc possible que la dose toxique 
applicable aux porcelets de ce projet ait été plus basse que 2,656 mg/kg (Chevalier et al, 
1976), ce qui pourrait justifier certains effets secondaires des immunisations sans être la 
réponse recherchée. Il est donc raisonnable d’écarter la surdose de nicotine comme événement 
majeur dans l’atteinte à l’état de santé des porcelets immunisés. 
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La dernière hypothèse évaluée fut la possibilité d’une dégradation du rFaeG dans les 
émulsions orales administrées. Une dégradation même partielle du rFaeG contenu dans les 
émulsions pourrait expliquer les faibles réponses immunitaires face aux immunisations orales, 
et pourrait aussi impliquer la formation de composés secondaires inconnus et potentiellement 
nocifs pour les porcelets. Les résultats ont démontré une dégradation importante, de 20 à 55%, 
du rFaeG contenu dans les émulsions, ce qui concorde avec la possible cause des faibles 
réponses immunitaires contre les doses de rFaeG orales. Les composés secondaires du rFaeG 
ne devraient constituer que des sous-unités de fimbriae F4, probablement réassemblées en 
produits non-réactifs. Par contre, si le rFaeG fut dégradé, il est aussi possible que d’autres 
composantes inconnues de l’émulsion ou de l’injection auraient pu, elles, être dégradées en 
produits apportant une réaction telle que celle observée chez les porcelets. En ce qui concerne 
la cause possible de cette dégradation protéique, les hypothèses peuvent être nombreuses. 
Malgré l’absence de croissance microbienne sur milieu non-sélectif en conditions aérobies, 
d’autres micro-organismes, tels que les bactéries anaérobiques du genre Clostridium retrouvés 
dans l’environnement ou des microorganismes difficilement viables en culture, pourraient se 
retrouver dans les échantillons d’extrait de tabac et dégrader le produit. Bien que l’effet direct 
de ces micro-organismes sur les porcelets soit très peu probable, la manipulation à température 
pièce des extraits lyophilisés pourrait leur avoir permis de dégrader ce dernier ainsi que 
d’autres composantes de l’émulsion. 
En combinant les résultats de ces différentes analyses, la possibilité d’une surdose de nicotine 
est plus faible que la possibilité d’un choc anaphylactique. Cependant, ce choc n’aurait pas été 
de cause bactérienne directe.  
4.4 Conclusions et perspectives  
Avec ces trois phases animales, ce projet a permis de déterminer que rFaeG a la capacité 
d’induire une réaction immunitaire chez les porcelets. En effet, une production d’anticorps 
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spécifiques contre rFaeG fut observée dans le sang suite aux injections IM, et une prolifération 
lymphocytaire des CMS fut induite après stimulation au rFaeG. Ces résultats furent plus 
probants suite aux injections IM qu’aux immunisations orales, mais l’analyse de l’expression 
des gènes révéla une activation de certains d’entre eux, autant au niveau des ganglions que de 
l’iléon suite à une interaction entre les différents facteurs. Il a ainsi été établi qu’une injection 
IM avec 0,5 mg de rFaeG purifié stimule efficacement  la réponse immunitaire spécifique, et 
qu’une dose orale en émulsion n’est pas sans effets. Les résultats obtenus suites aux 
différentes analyses permettent spéculer que, contrairement à la dose orale de 10mg,  une dose 
orale de 2 mg de rFaeGn’est pas toujours suffisante pour induire une réponse immunitaire 
significative, et peut même apporter un effet contraire à celui recherché comme lors de 
l’analyse de l’expression des gènes. La possibilité d’immuniser des porcelets avant leur 
sevrage fut testée et ne peut être écartée compte-tenu des résultats de dosage d’anticorps et de 
prolifération lymphocytaire qui ne pointaient pas vers une différence entre les deux protocoles 
d’immunisation, et compte-tenu des résultats d’expression de gènes qui ont démontré un effet 
du protocole oral en interaction avec l’injection IM dans les ganglions mésentériques. 
La faiblesse des réactions observées témoigne par contre de la nécessité de continuer les 
recherches, particulièrement au niveau des immunisations orales. La dégradation partielle du 
rFaeG contenu dans les émulsions serait en effet l’un des premiers défis à adresser. La stabilité 
générale de la sous-unité FaeG est bonne (Joensuu et al, 2004), mais elle se dégrade en 
conditions gastriques (Kolotilin et al, 2012), et sa capacité de conservation pendant plusieurs 
mois lorsque produite en extrait de tabac est inconnue. Il serait même possible que certaines 
enzymes, telles que les protéases cystéiques du tabac, soient à l’origine d’une dégradation de 
rFaeG et qu’il soit ainsi nécessaire de les inhiber dans la production du plant de tabac 
transformé (Duwadi et al, 2015). Si une telle dégradation est observée rapidement, tel que 
dans le cas de ce projet, il serait intéressant de caractériser les produits de cette dégradation et 
de vérifier leur potentiel allergène chez les porcelets en bas âge. Durant ces tests futurs, les 
injections IM utilisées ici pourraient être conservées pour donner l’exemple d’un traitement 
efficace pour la stimulation d’une réponse immunitaire systémique.  
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Quant aux immunisations orales, d’autres types d’encapsulations seraient également à tester 
afin d’assurer une livraison ciblée de la protéine au site du récepteur F4R de la muqueuse 
intestinale. Par exemple, les nanoparticules à base de polyéthylène glycol (PEG) ou de 
poly(acide lactique-co-glycolique) (PGLA), en plus de protéger les antigènes contre les 
protéases, et ont une charge de surface aidant à l’interaction avec les ligands à la surface des 
cellules épithéliales intestinales (Simerska et al, 2009). Les microparticules peuvent également 
servir de particules solides où les antigènes seraient liés ou adsorbés afin de profiter de leur 
capacité à cibler les cellules M et à contrôler le relâchement de l’antigène pour nécessiter une 
dose moins grande (Simerska et al, 2009).  
Ces optimisations permettront peut-être de développer un mode d’immunisation efficace et 
seulement avec la protéine rFaeG afin de protéger les porcelets contre la DPS causée par 
ETEC.  
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